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1 UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV RAZISKOVALNEGA PROBLEMA 
 
Vrsto Lactobacillus plantarum uvrščamo v rod Lactobacillus, ki je eden izmed rodov po 
Gramu pozitivnih mlečnokislinskih bakterij (MKB). MKB so po Gramu pozitivne 
bakterije, ki med fermentacijo ogljikovih hidratov proizvajajo predvsem mlečno kislino. 
Tako kot večina MKB laktobacili veljajo kot varni za prehrano, zato imajo status GRAS 
(ang. »generally regarded as safe«). Vrsta L. plantarum je ena izmed najbolj razširjenih, 
saj jo najdemo v številnih ekoloških nišah, od zelenjave, mesa, rib, fermentiranih 
mlečnih izdelkih do prebavnega trakta ljudi in živali (Siezen in van Hylckama Vlieg, 
2011). To lahko pripišemo velikosti genoma, ki presega 3 Mb in je tako en izmed večjih 
genomov med MKB (Kleerebezem in sod., 2003). Številni sevi te vrste imajo tudi 
probiotične lastnosti (Ducrotté in sod., 2012; Goossens in sod., 2006; Johansson in sod., 
1998; Sen in sod., 2002). 
 
Bakterije so nenehno izpostavljene spremembam v svojem okolju in občasno tudi 
neugodnim razmeram, ki so za celice stresne. Dejavniki stresa so po svojem izvoru 
lahko kemični, fizikalni ali biološki, vir stresa pa je lahko tudi organizem sam. 
Probiotične bakterije se s stresom srečujejo že med gojenjem, kakor tudi med 
industrijsko proizvodnjo kultur in probiotičnih izdelkov, med hranjenjem izdelkov in po 
zaužitju. Med proizvodnjo so navzoči stresni dejavniki, kot so visoka ali nizka 
temperatura, nizke vrednosti pH, oksidativni stres, osmotski stres in dehidracija. 
Omeniti velja tudi stres v bioreaktorju in pri liofilizaciji (Vorob'eva, 2004). Med 
prehodom skozi prebavila pa na probiotične bakterije negativno vplivajo predvsem 
izpostavljenost kislemu okolju želodca in žolčnim solem. Bakterijski odziv na stres 
celicam omogoča preživetje v neugodnih razmerah, s katerimi se srečajo v svojem 
okolju. Odzivi na stres so pri bakterijah evolucijsko relativno dobro ohranjeni. Glede na 
vrsto stresa se v bakterijah aktivirajo različni regulatorni geni in faktorji sigma 
polimeraze RNK, kar sproži prepisovanje skupin genov, ki zagotovijo ustrezen odziv na 
stresni dejavnik (van de Guchte in sod., 2002).  
 
Specifično obliko stresa predstavljajo razmere v stacionarni fazi rasti. Bakterijske 
kulture preidejo v stacionarno fazo, ko celicam zmanjka hranil in/ali zaradi drugih 
neugodnih okoljskih razmer. V naravnem okolju je bakterijska rast pogosto omejena, 
zato bakterijske kulture večinoma ostajajo v stacionarni fazi. Ob tem so celice 
podvržene stradanju, odpadnim produktom in odmrlim celicam. Preživetje v stacionarni 
fazi je zato povezano s prilagoditvijo na različne oblike stresa. Če se celice niso 
sposobne prilagoditi spremenjenim razmeram v okolju, vstopijo v fazo smrti, pri 
manjšini pa pride do genskih, morfoloških in fizioloških sprememb ter vzpostavitve 
mehanizmov hitrejšega prilagajanja na stres. Genetska variabilnost in naravna selekcija 
ugodnih mutant sta pomembni za bakterijsko evolucijo (Bačun-Družina in sod., 2011). 
Pri E. coli, kasneje pa tudi pri predstavnikih drugih vrst bakterij, so opisali pojav, ki mu 
rečemo prednost rasti v stacionarni fazi ali GASP (ang. »Growth Advantage in 
Stationary Phase«). GASP je povezan s sposobnostjo dolgotrajno staranih celic, da 
prerastejo mlajše kulture, kar se dokazuje s poskusi, v katerih skupaj gojimo različno 
stare kulture. 
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Pri razvijanju novih probiotičnih izdelkov pa je zlasti pomembna njihova prilagoditev 
na kislo okolje oziroma nizke vrednosti pH, katerim so lahko izpostavljeni že med 
gojenjem na začetku proizvodnega procesa, ko same proizvajajo mlečno kislino, kot 
tudi med prehodom skozi želodec. Boljše razumevanje prilagoditve različnih vrst/sevov 
laktobacilov na stresne razmere lahko bistveno pripomore k izbiri primernih 
probiotičnih sevov in tudi izboljša optimizacijo razmer gojenja sevov v velikem merilu.  
 
V študiji smo se osredotočili na dva stresna dejavnika, in sicer na dolgotrajno 
stacionarno fazo rasti, ki je pogosto prisotna v naravi, kjer mikroorganizmom 
primanjkuje hranil, ter na stres, povezan z nizkim pH. Preverjali smo, ali različni sevi L. 
plantarum preživijo dolgotrajno gojenje ter kako to vpliva na njihovo rast na različnih 
substratih. Zanimal nas je pojav GASP, ki še ni dokazan pri laktobacilih. Na drugi strani 
pa smo se osredotočili tudi na stres, povezan z nizkim pH, ki je pomemben dejavnik za 
izbor probiotičnih sevov. Testirali smo toleranco in prilagoditev na nizek pH ter kako to 
vpliva na izražanje štirih različnih genov, povezanih z različnimi mehanizmi obrambe 
proti kislemu pH. 
  
1.2 RAZISKOVALNE HIPOTEZE 
 
Namen doktorskega dela je bil raziskati vpliv stresnih razmer, pogojenih s kislim 
okoljem in z razmerami v stacionarni fazi rasti, na izbrane seve vrste Lactobacillus 
plantarum. Zastavili smo naslednje hipoteze: 
 
a) Različni  sevi L. plantarum se bodo različno odzvali na izpostavljenost kislemu 
okolju. Razlike bodo vidne v zmanjšanju viabilnosti (KE/ml), zmanjšanju 
integritete celične membrane in v izražanju različnih genov (mleS, atpA, HISD, 
cfa). 
b) Z izpostavljanjem sevov L. plantarum dolgotrajni kultivaciji v stacionarni fazi 
bo prišlo do sprememb v sposobnosti rasti na različnih substratih in do 
fenomena GASP.  
c) Izpostavitev sevov L. plantarum nizkim vrednostim pH ali dolgotrajni rasti v 
stacionarni fazi bo povečala sposobnost preživetja sevov v simuliranih razmerah 
prehoda skozi prebavila. 
d) Pri nekaterih sevih L. plantarum se bo pod vplivom izpostavljanja nizkemu pH 
ali dolgotrajni rasti v stacionarni razvila navzkrižna odpornost proti nizkim 
temperaturam. 
e) Pri sevih L. plantarum bo pod vplivom izpostavljanja kislemu okolju ali 
dolgotrajni rasti v stacionarni fazi prišlo do sprememb v sposobnosti rasti na 
različnih substratih.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJE IZ RODU LACTOBACILLUS 
 
2.1.1 Splošne lastnosti laktobacilov 
 
Laktobacili so en izmed največjih rodov mlečnokislinskih bakterij (MKB), ki se z 
novoodkritimi vrstami še povečuje. Spadajo med po Gramu pozitivne bakterije, ki ne 
sporulirajo, so fakultativno anaerobne ter imajo status GRAS (ang. »generally 
recognized as safe«). Heterogenost rodu je vidna tudi v širokem razponu vsebnosti 
C+G, ki znašajo med 32–53 %. Skupna metabolna značilnost vseh laktobacilov je 
nastajanje mlečne kisline kot glavnega končnega produkta fermentacije ogljikovih 
hidratov. Temperaturni optimum rasti je med 30 in 40 °C, območje pH za rast pa med 3 
in 7. Najdemo jih v različnih bioloških nišah, vendar večinoma v habitatih, bogatih z 
ogljikovimi hidrati (Axelsson, 2004). Običajno so zahtevni glede hranil, saj za svojo 
rast poleg ogljikovih hidratov potrebujejo tudi aminokisline, peptide, soli in vitamine. 
Ker so med bolj odpornimi proti nizkemu pH, pogosto odigrajo ključno vlogo proti 
koncu spontanih mlečnokislinskih fermentacij. Najdemo pa jih tudi v celotnem 
prebavnem traktu ljudi in živali. Zaradi številnih zanimivih lastnosti so uporabni tudi v 
živilski industriji kot starterske kulture za jogurt, sir, fermentirano zelenjavo, meso in 
kisli kruh (Margolles in sod., 2009). 
 
Pravilna identifikacija bakterijskih vrst in sevov sta pomembni ne samo za taksonomske 
študije, ampak tudi za industrijske aplikacije. Tradicionalne identifikacijske metode so 
temeljile na morfologiji kolonij in celic, barvanju po Gramu in biokemijskih testih, ki so 
vključevali izkoriščanje različnih ogljikovih hidratov, sposobnost rasti na različnih 
temperaturah, odpornost proti soli in drugih. Tradicionalne metode so dolgotrajne ter jih 
je težko standardizirati, razen tega pa se taksonomija laktobacilov nenehno spreminja na 
osnovi vse boljšega poznavanja genomov. Zaradi omenjenih pomanjkljivosti 
tradicionalnih metod in vse večje dostopnosti molekularnih, se slednje vse bolj 
uveljavljajo. Nekatere vrste laktobacilov so glede na nukleotidno zaporedje 16S rDNK 
med seboj zelo različne (slika 1). S filogenetskimi analizami tako dobimo mešana 
filogenetska drevesa, kjer se laktobacili uvrščajo v iste veje s predstavniki drugih rodov 
(Dellaglio in Felis, 2005; Lee, 2009). S primerjavo celotnih genomov so ugotovili, da so 
nekatere vrste laktobacilov (L. salivarius, L. plantarum) celo bolj sorodne vrsti E. 
faecalis kot drugim laktobacilom (Canchaya in sod., 2006).  
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Slika 1: Filogenetsko drevo, ki prikazuje razmerja med nukleotidnimi zaporedji 16S rDNK izbranih vrst 
Lactobacillus (L.), Pediococcus (P.) in Paralactobacillus selangorensis (Dellaglio in Felis, 2005: 30), ki 
je od 2011 reklasificirana kot L. selangorensis (Haakensen in sod., 2011). 
 
Figure 1: Phylogenetic tree showing the relationship of the 16S rDNA sequences of selected 
Lactobacillus (L.), Pediococcus (P.) and Paralactobacillus selangorensis (Dellaglio in Felis, 2005: 30), 
which is since 2011 reclassified as L. selangorensis (Haakensen et al., 2011). 
 
Glede na tip fermentacije ogljikovih hidratov laktobacile delimo v tri skupine: 
a) Obligatno homofermentativni laktobacili fermentirajo heksoze, sladkorje s 
šestimi ogljikovimi atomi, po Embden-Meyerhof-Parnasovi (EMP) poti. Končni 
produkt je mlečna kislina. Od laktobacilov drugih skupin se razlikujejo po tem, 
da nimajo fosfoketolaze in imajo konstitutivno FDP aldolazo, kar vodi do 
drugačnih končnih produktov fermentacije (nastaja samo mlečna kislina) ter 
nezmožnosti homofermentativnih laktobacilov za fermentacijo pentoz ter 
glukonata (slika 2a). 
b) Obligatno heterofermentativni laktobacili za fermentacijo heksoz uporabljajo 
6-fosfo-glukonatno/fosfoketolazno pot, katere končni produkti so poleg mlečne 
kisline tudi CO2 in etanol ali ocetna kislina (slika 2b). 
c) Fakultativno heterofermentativni laktobacili pa uporabljajo obe metabolni 
poti. Za fermentacijo heksoz pot EMP, za fermentacijo pentoz pa 6-fosfo-
glukonatno/fosfoketolazno pot z inducibilno fosfoketalazo (Margolles in sod., 
2009). 
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Slika 2: Shematski prikaz homofermentativnega (a) in heterofermentativnega (b) metabolizma 
mlečnokislinskih bakterij (Axelsson, 2004: 20). 
 
Figure 2: Schematic presentation of homofermentative (a) and heterofermentative (b) metabolism of 
lactic acid bacteria (Axelsson, 2004: 20). 
 
2.1.2 Vrsta mlečnokislinskih bakterij Lactobacillus plantarum 
 
Vrsta Lactobacillus plantarum je ena izmed raznovrstnejših vrst laktobacilov, ki jo 
najdemo v številnih ekoloških nišah, od zelenjave, mesa, rib, fermentiranih mlečnih 
izdelkih do prebavnega trakta (Siezen in van Hylckama Vlieg, 2011). To lahko 
pripišemo enemu izmed večjih genomov med mlečnokislinskimi bakterijami, saj 
presega 3 Mb. Ta vrsta je edina med laktobacili, ki lahko sama sintetizira vse 
aminokisline z izjemo levcina, izolevcina in valina (Kleerebezem in sod., 2003), 
medtem ko so vrste kot je L. johnsonii (Pridmore in sod., 2004) in L. acidophilus 
avksotrofi za večino aminokislin (Altermann in sod., 2005). L. plantarum spada med 
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fakultativno heterofermentativne laktobacile, njegove najbližje sorodne vrste so L. 
paraplantarum, L. pentosus in L. fabifermentans. Tako kot druge bakterije rodu 
Lactobacillus so predstavnice te vrste sposobne produkcije protimikrobnih snovi, med 
katerimi so tudi bakteriocini, plantaricini (Chen in sod., 2014; Müller in sod., 2009). 
 
2.1.2.1  Variabilnost vrste L. plantarum 
 
Z analizo celotnega genoma seva L. plantarum WCFS1 (Kleerebezem in sod., 2003) so 
ugotovili, da ta vsebuje zelo veliko število genov za transport sladkorjev. Ima kar 25 
popolnih encimskih kompleksov PTS II in precejšnje število nepopolnih, kar presega 
vse druge bakterijske vrste, z izjemo Listeria monocytogenes s podobnim številom 
(Glaser in sod., 2001). Poleg tega ima še 30 dodatnih transportnih sistemov, za katere 
domnevajo, da so vpleteni v transport virov ogljika. Glede na veliko število genov, 
povezanih s privzemom in razgradnjo sladkorjev, so prišli do sklepa, da je vrsta L. 
plantarum genetsko prilagojena za učinkovito razgradnjo različnih virov ogljika, čemur 
lahko pripišemo uspešno poseljevanje različnih niš. Za genom seva WCFS1 je tudi 
značilno, da se veliko genov, vpletenih v transport in metabolizem sladkorjev, nahaja 
blizu mesta začetka podvojevanja (ORI). Ta regija ima tudi nižjo vsebnost G+C kot 
preostanek genoma (41,5 % proti 44,5 %) in veliko število nenavadnih baz, iz česar so 
prišli do hipoteze, da so geni pridobljeni s horizontalnim prenosom. Ta regija 
kromosoma naj bi sodelovala pri prilagoditvi na okolje, ki jih poseljujejo bakterije te 
vrste, zato je bolj spremenljiva (Kleerebezem in sod., 2003).  
 
Raznolikost vrste L. plantarum je bila že večkrat dokazana. Siezen in sod. (2010) so v 
svoji raziskavi raziskali 185 naravnih izolatov vrste L. plantarum. Prišli so do 
ugotovitve, da so si sevi, osamljeni iz istega vira (določena hrana), fenotipsko zelo 
podobni, medtem ko so izolati iz človeškega prebavnega trakta raznoliki, kar nakazuje 
na njihov izvor iz različne hrane, ki so jo posamezniki zaužili. Molenaar in sod. (2005) 
so se proučevanja genomske raznolikosti 20 sevov L. plantarum lotili s pomočjo 
mikromrež. Kot referenco so uporabili sev WCFS1, čigar genom je bil prvi objavljen, in 
ugotovili, da je genotipska raznolikost v regiji blizu mesta ORI zelo velika, zato temu 
območju pravijo tudi regija prilagoditve na življenjski stil. Vsebnost genov v tej regiji 
naj bi variirala glede na nišo, ki jo sev poseljuje. Sietzen in van Hylckama Vlieg (2011) 
sta naredila analizo 6-ih znanih genomov različnih sevov L. plantarum. Trije genomi so 
bili popolni, ostali trije pa delni. Sev WCFS1 ima kar 50 genov, ki so specifični samo 
zanj, ostali sevi pa vsebujejo kar 9–20 % manj genov. Našli so več zelo variabilnih 
regij, v katerih so se sevi razlikovali. Opažena variabilnost med profagi, insercijskimi 
zaporedji in transpozazami je bila pričakovana. Velika variabilnost pa se je pokazala 
tudi med geni za sintezo plantaricinov. Geni so združeni v gručo 25-ih genov za sintezo 
več različnih bakteriocinov, katerih aktivnost je zelo različna. Razlike med sevi L. 
plantarum so tudi med geni za biosintezo eksopolisaharidov CPS/EPS. V isti raziskavi 
so potrdili tudi visoko variabilnost področja blizu mesta ORI, kjer se v glavnem 
nahajajo geni, povezani s transportom in metabolizmom sladkorjev. Geni so 
organizirani v kasete, v katerih je povezanih 3 do 18 genov z enako biokemijsko 
funkcijo. Pri različnih sevih se kasete razlikujejo. 
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2.1.3 Tradicionalna uporaba laktobacilov v prehrani 
 
Eden izmed pomembnih kriterijev, ki je omogočil nastanek civilizacije, je bila 
sposobnost produkcije in shranjevanja velike količine hrane, kar pa je vedno povezano s 
kvarjenjem. Prvi zapisi dolgotrajnega shranjevanja živil segajo v leta 15.000–10.000 p. 
n. š., prvi zapisi o spontani fermentaciji pa v leta 6.000–1.000 p. n. š., ko so že opisali 
izdelavo piva, kruha, vina, kisa, jogurta, sira in masla. Pri fermentaciji gre za oksidacijo 
ogljikovih hidratov s pomočjo mikroorganizmov (kvasovke, bakterije ali plesni), pri 
čemer nastajajo kisline, alkohol in CO2. Pri vseh omenjenih postopkih so vpletene tudi 
različne vrste rodu Lactobacillus. Naravno prisotni laktobacili sodelujejo tudi pri 
nastajanju silaže (Soomro in sod., 2002). Bakterije rodu Lactobacillus tako s 
fermentacijo poskrbijo za inhibicijo rasti škodljivih ali potencialno patogenih 
mikroorganizmov, saj z njimi tekmujejo za hranila, s produkcijo mlečne kisline pa 
zakisajo okolje, da postane neugodno za mnoge bakterije. Nekateri med njimi 
proizvajajo tudi bakteriocine, antibiotikom podobne molekule, ki zavirajo rast drugih 
bakterij (Caplice in Fitzgerald, 1999). 
 
Zaradi industrializacije izdelave fermentiranih izdelkov je nastala potreba po vedno 
istem okusu in teksturi končnega izdelka, kakor tudi zanesljivi zaščiti pred kvarjenjem. 
V spontanih fermentacijah, ki so bile odkrite še pred poznavanjem obstoja 
mikroorganizmov, so vpleteni različni mikroorganizmi, senzorične lastnosti pa med 
šaržami variirajo. Z industrializacijo se je začela uporaba starterskih kultur, kjer se 
uporablja majhno število sevov z znanimi lastnostmi (Ross in sod., 2002).  
 
Kot že omenjeno, bakterije rodu Lactobacillus najdemo v številnih izdelkih. 
Raznolikost vrst, ki jih najdemo pri spontanih fermentacijah, je večja kot pri 
industrijskih. Fermentirana živila lahko razdelimo v tri skupine: 
a) Mlečni izdelki so med najbolj razširjenimi fermentiranimi proizvodi (Soomro in 
sod., 2002). V siru se pojavljajo od laktobacilov predvsem predstavniki vrst L. 
helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus in L. casei. Tipična fermentacija 
jogurta poteka s startersko kulturo Streptococcus  thermophilus in L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus v razmerju 1:1. Med pomembnejšimi fermentiranimi 
mlečnimi izdelki sta še kefir, v katerem najdemo veliko različnih vrst, med 
drugim L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L. casei, L. brevis in L. 
kefiri, ter acidofilno mleko, ki vsebuje L. acidophilus (Caplice in Fitzgerald, 
1999).  
b) Mesni izdelki, med katerimi so najbolj poznane fermentirane klobase, so rezultat 
mlečnokislinske fermentacije mešanice mesa, maščobe, soli, sladkorja in 
začimb. Spadajo med tradicionalne prehrambne izdelke srednje in južne Evrope.  
Industrijske starterske kulture so sestavljene iz mešanice mlečnokislinskih 
bakterij (laktobacili in pediokoki) ter nekaterih drugih bakterijskih vrst in plesni 
(Caplice in Fitzgerald, 1999). 
c) Rastlinski izdelki v surovi obliki vsebujejo veliko število mikroorganizmov. Ker 
pasterizacija negativno vpliva na senzorične lastnosti, predstavlja fermentacija 
dobro alternativo. Med ekonomsko najzanimivejšimi rastlinskimi produkti, ki jih 
fermentirajo v industrijskem merilu, so v Evropi predvsem oljke, kumare in 
zelje. Na površini rastlinskih izdelkov že najdemo naravno prisotne 
mlečnokislinske bakterije, ki sicer predstavljajo le od 0,15 do 1,5 % celotne 
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populacije, vendar pomanjkanje kisika, dodana sol ter nizek pH favorizirajo 
njihovo rast. V komercialnih starterskih kulturah pa poleg bakterij nekaterih vrst 
rodov Leuconostoc in Lactococcus najdemo zlasti L. plantarum, L. casei in L. 
acidophilus  (Buckenhüskes, 1997; Caplice in Fitzgerald, 1999). 
 
2.1.4 Laktobacili kot probiotiki 
 
Gastrointestinalni trakt poseljujejo tako aerobni kot anaerobni organizmi, ki živijo v 
simbiozi. Sesalsko črevo je najgosteje poseljeni ekosistem na Zemlji, z okrog 1012 
organizmov/g vsebine debelega črevesja (Marchesi in Shanahan, 2007). Število 
mikroorganizmov se povečuje od zgornjih prebavil proti debelemu črevesju (slika 3). 
Bakterije gostitelju koristijo s proizvodnjo vitaminov, preprečujejo pa tudi naselitev 
patogenih bakterij, tako da z njimi tekmujejo za hranila, ali pa jih zavirajo s svojimi 
metaboliti. Bakterije v črevesju stimulirajo razvoj določenih vrst tkiva, na primer 
Peyerjeve plošče, in produkcijo protiteles ter proizvajajo za gostitelja koristne snovi, 
kakor so maščobne kisline, peroksid in bakteriocini. Že pred rojstvom, predvsem pa 
takoj po njem, se začne naseljevanje otrokovih prebavil z mikrobioto, ki je odvisna od 
številnih dejavnikov, kot so način poroda, okolje, prehrana in drugi. V začetku je 
nestabilna in se spreminja, kasneje pa se ustali (Iannitti in Palmieri, 2010).  
 
 
 
Slika 3:  Sestava, naloge in poselitev črevesja odraslega (Iannitti in Palmieri, 2010: 702). 
 
Figure 3: Composition, tasks and colonisation of human adult colon (Iannitti and Palmieri, 2010: 702). 
 
Gastrointestinalni trakt je poseljen z mikrobioto, ki jo v ravnotežju sestavljajo simbionti 
s pozitivnimi učinki na zdravje gostitelja, komenzalne bakterije, ki so stalni prebivalci 
črevesja, vendar nimajo pozitivnega niti škodljivega učinka na gostitelja ter patobionti, 
stalno naseljeni potencialno patogeni mikroorganizmi. Mikrobiota je potrebna za 
normalno delovanje organizma gostitelja. Če pride do sprememb v zmanjšanju 
simbiontov ali povečanju patobiontov, se pojavijo težave, kot so napenjanje, vnetja, 
bolečine, krči, driska ali zaprtje (Iannitti in Palmieri, 2010). 
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Probiotiki so živi organizmi, ki, zaužiti v zadostni količini, pozitivno vplivajo na 
zdravje gostitelja (Guarner in Schaafsma, 1998). Najpogosteje se kot probiotiki 
uporabljajo bakterije, ki izvirajo iz naravne črevesne mikrobiote. Med probiotiki so 
najbolj razširjene bakterije iz rodov Lactobacillus in Bifidobacterium, vendar se 
uporabljajo tudi druge vrste, kot so Enterococcus faecium, Escherichia coli, 
Saccharomyces boulardii, Streptococcus thermophilus in druge (Senok in sod., 2005). 
 
2.1.4.1 Pomembne lastnosti kandidatnih sevov za probiotike 
 
Da o sevu lahko razmišljamo kot o probiotiku, mora najprej zadostiti zahtevam glede 
varnosti za gostitelja. Mora biti nepatogen, občutljiv za antibiotike, ki so pomembni v 
medicini in veterini, ne sme povzročati stranskih učinkov in ne sme proizvajati 
toksinov. Pozitivni učinki na gostitelja morajo biti dokazani in vitro in in vivo. Poleg 
tega mora preživeti prehod skozi gastrointestinalni trakt v zadostnem številu ter biti 
odporen proti stresom med proizvodnjo in shranjevanjem (Fontana in sod., 2013; 
Margolles in sod., 2009).  
 
 
Slika 4: Shema postopka pridobitve probiotika ter kriterijev, ki jim mora sev zadoščati. 
 
Figure 4: Schematic of probiotic isolation and evaluation of strain characteristics.  
 
 
 
 
 
Izolacija 
Identifikacija 
Fermentirana hrana, materino mleko ali 
gastrointestinalni trakt 
Rod, vrsta in sev (hranjenje v zbirki) 
Karakterizacija in 
vitro  
Splošne probiotične lastnosti: adhezija, 
preživetje prehoda skozi prebavila 
Specifične probiotične lastnosti: protimikrobno 
delovanje, produkcija bakteriocinov,  
spodbujanje imunskega sistema, produkcija 
vitaminov, visoka β-galaktozidazna aktivnost… 
Varnost 
Poznan izvor in določena vrsta, odpornost proti 
antibiotikom, produkcija toksinov, patogenost 
Industrijske lastnosti Namnožitev v zadostni količini, preživetje 
fermentacije, končnih procesov in shranjevanja 
Klinična evalvacija 
Preverjanje fukcionalnih učinkov, patogenosti, 
toksičnosti in vivo 
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Pri iskanju probiotičnega seva je potrebno zadostiti številnim kriterijem (slika 4). 
 
I. Osamitev in identifikacija seva 
Najobičajnejši viri potencialno probiotičnih sevov so fermentirana hrana, humano 
mleko ali črevesna mikrobiota. V fermentirani hrani najdemo veliko število 
mlečnokislinskih bakterij, ugodni učinki uživanja fermentiranih izdelkov pa so že dolgo 
poznani (Heller, 2001). Materino mleko je postalo vir probiotičnih bakterij šele v 
zadnjem času, saj je dolgo veljalo, da je sterilno. Bakterije v mleku služijo začetni 
vzpostavitvi mikrobiote dojenčkov in imajo ugodne učinke na imunski sistem (Perez-
Cano in sod., 2010). Gastrointestinalni trakt ljudi oziroma blato je neomejeni vir 
kandidatnih sevov, saj vsebuje ogromno bakterij, od katerih večine ne znamo gojiti.  Za 
vsak nov izolat moramo ugotoviti, v katero vrsto sodi, saj je zaželeno, da ima status 
GRAS oziroma QPS (ang. »Qualified Presumption of Safety«) (EFSA, 2007; EFSA, 
2013; Fontana in sod., 2013). 
 
II. Karakterizacija probiotičnih sevov 
Karakterizacija sevov lahko vključuje različne teste, ki so odvisni od iskanih lastnosti. 
Poglavitni lastnosti, ki se testirata pri vseh kandidatnih sevih, saj sta nujni za 
učinkovanje probiotika. 
- Preživetje prehoda skozi prebavila 
Če želimo doseči ugodne učinke probiotika v črevesju, mora ta preživeti prehod skozi 
želodec, kjer najdemo zelo nizek pH ter pepsin s proteolitičnim delovanjem, ter tanko 
črevesje. V želodcu je običajen pH med 1,5 in 4,5, odvisno od zaužite hrane (Verdenelli 
in sod., 2009), vendar ob postenju pade tudi do 1 (Corcoran in sod., 2008), kar lahko 
močno zmanjša število preživelih bakterij. Sledijo neugodne razmere v tankem 
črevesju, kjer so bakterije izpostavljene žolčnim solem ter pankreatinu (Fontana in sod., 
2013; Muller in sod., 2009).  
- Adhezija 
Sposobnost probiotičnega seva, da se pritrdi na črevesne epitelne celice ali mukus, je 
pomembna zaradi njegove obstojnosti v črevesju, tekmovanja s potencialno patogenimi 
organizmi ter interakcij z gostiteljevim imunskim sistemom. Za teste in vitro se 
običajno uporablja celična linija Caco-2 (Fontana in sod., 2013). 
 
Probiotik pa mora imeti tudi ugodne učinke na zdravje gostitelja. Običajni se preskuša 
in vitro ter in vivo naslednje lastnosti. 
- Protimikrobno delovanje 
Nekateri probiotiki imajo protimikrobno delovanje proti patogenim mikroorganizmom, 
kot so Clostridium difficile, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella 
flexneri, Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori in drugimi. Med 
najpomembnejšimi mehanizmi delovanja probiotičnih bakterij so zaviranje drugih 
mikroorganizmov z bakterocini, organskimi kislinami, H2O2 ali etanolom, tekmovanje 
za vezavna mesta na črevesnih epitelnih celicah in tekmovanje za hranila (Fontana in 
sod., 2013). 
- Produkcija bakteriocinov 
Sposobnost produkcije protimikrobnih snovi s strani mlečnokislinskih bakterij je že 
dolgo znana in se uporablja za konzerviranje hrane. Poleg nastajanja mlečne kisline, ki 
ustvarja neugodno okolje z nizkimi vrednostmi pH, imajo številni laktobacili tudi 
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sposobnost produkcije bakteriocinov, ki inhibirajo rast drugih bakterij (Ouwehand in 
Vesterlund, 2004). 
- Spodbujanje imunskega sistema 
Probiotični sevi lahko vplivajo na gostiteljev imunski sistem. Črevesni epitelij igra 
pomembno vlogo pri interakcijah z imunskim sistemom, poleg tega pa je v stiku z 
črevesno mikrobioto. Lahko bodisi stimulirajo imunski sistem, da varuje pred 
nalezljivimi boleznimi in rakom, ali zavirajo pretiran imunski odgovor, ki vodi do 
alergij ali kroničnih črevesnih bolezni (Crohn-ova bolezen, ulcerozni kolitis, sindrom 
razdražljivega črevesja) (Gill in sod., 2009). Smiselno je proučiti sposobnost 
kandidatnih sevov, da spodbudijo ali zavirajo produkcijo citokinov, kemokinov in 
interlevkinov v celicah gostitelja, kot so črevesne epitelne celice, makrofagi, dendritične 
celice  (Vasiljevic in Shah, 2008). 
- Sposobnost produkcije vitaminov in drugih koristnih spojin 
Nekateri probiotični sevi imajo sposobnost produkcije gostitelju koristnih molekul. To 
so lahko makro- in mikronutrienti, kot na primer vitamini. Znano je, da so nekatere 
probiotične bakterije sposobne produkcije, zlasti tistih iz skupine B, kot so na primer 
B12, folati, riboflavin ter biotin (LeBlanc in sod., 2011). 
- Blaženje laktozne intolerance 
Zmanjšanje aktivnosti črevesne β-galaktozidaze je presnovna motnja, pri kateri občutijo 
bolniki ob zaužitju laktoze bolečine v trebuhu, napihnjenost, napenjanje, slabost, 
bruhanje, diarejo ali zaprtje. Večina pacientov z laktozno intoleranco ima manjše težave 
ob zaužitju fermentiranih mlečnih izdelkov kot pa nefermentiranih. Razlogov je več, 
med njimi manjša vsebnost laktoze ter encim β-galaktozidaza, ki ga vsebujejo kulture, 
uporabljene v procesu fermentacije mlečnih izdelkov. Tudi večina probiotičnih sevov 
ima encim β-galaktozidazo, vendar je aktivnost β-galaktozidaze zelo sevno specifična, 
zato je smiselno testirati njeno aktivnost, če želimo probiotik uporabljati za blaženje 
laktozne intolerance (Vasiljevic in Shah, 2008). 
- Drugi pozitivni učinki na zdravje 
Probiotiki imajo lahko vpliv na metabolizem maščobnih kislin, znižujejo nivo 
holesterola ali imajo kakšno drugo lastnost, ki pogojuje ugodne vplive na gostiteljevo 
zdravje. 
 
III. Varnost 
Med teste, potrebne za določitev varnosti probiotičnega seva, spadajo: 
- Poznan izvor in vrsta seva 
Pravilna taksonomska uvrstitev seva je pomembna, saj posamezne vrste lahko pomenijo 
določeno tveganje, ki ga je potrebno ustrezno raziskati (Sanders in sod., 2010). 
- Odpornost proti antibiotikom 
Nekateri probiotični sevi so že naravno odporni proti številnim antibiotikom. Takšno 
odpornost poimenujemo »intrinzična« ali naravna odpornost, saj je značilna za določeno 
bakterijsko vrsto in običajno ni prenosljiva. Če pa je odpornost pridobljena, obstaja 
nevarnost horizontalnega prenosa na druge bakterijske vrste, zato je pri probiotičnih 
sevih nezaželena (Donohue, 2009). Po priporočilih EFSA (2012) je potrebno vse žive 
mikroorganizme, ki so namenjeni  za prehrano ljudi ali živali, preveriti glede njihove  
odpornosti proti antibiotikom, ki so pomembni v medicini in veterini. Priporočila 
vsebujejo mejne vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) za 9 antibiotikov 
(ampicilin, vankomicin, gentamicin, kanamicin, streptomicin, eritromicin,  klindamicin, 
Šeme H.  Odziv izbranih sevov Lactobacillus plantarum na kislo okolje in stacionarno fazo rasti.  
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2015  
 
12 
tetraciklin ter kloramfenikol), na podlagi katerih lahko interpretiramo rezultate testiranja 
in posamezne seve spoznamo kot občutljive oziroma rezistentne. 
 
IV. Industrijske lastnosti 
Razen tega, da sev dobro opišemo, ugotovimo učinke na gostitelja in potrdimo varnost, 
moramo raziskati tudi njegovo industrijsko uporabnost. Sev moramo namnožiti v 
zadostnih količinah ter zagotoviti, da ohrani živost tako med postopki proizvodnje 
kakor med hranjenjem. Med proizvodnjo so bakterije izpostavljene organskim kislinam, 
kisiku, pomanjkanju hranil, nizkemu pH ter protimikrobnim substancam. Preživeti 
morajo tudi liofilizacijo ali sušenje z razprševanjem, kjer so izpostavljen visokim ali 
nizkim temperaturam, kisiku, visokemu osmotskemu pritisku. Med neugodnimi 
dejavniki med shranjevanjem pa so lahko neugodna temperatura ali prisotnost kisika. 
Prav robustnost sevov na industrijskem nivoju je pogosto ozko grlo (Fontana in sod., 
2013; Vasiljevic in Shah, 2008).  
  
V. Klinični poskusi 
Probiotični sev pa je potrebno preveriti tudi s poskusi in vivo, na populaciji, kateri je 
izdelek z določenim(i) sevom (sevi) namenjen. Preveriti je potrebno funkcionalnost ter 
varnost (morebitna patogenost, toksičnost).  
 
2.1.4.2 Bakterije vrste Lactobacillus kot probiotiki 
 
Danes laktobacile najdemo na trgu v številnih probiotičnih izdelkih za različne namene. 
Znanstveno je dokazano, da posamezni sevi blažijo probleme laktozne intolerance ter 
rotavirusne in antibiotične diareje. Nekateri probiotični sevi laktobacilov imajo tudi 
potencial v zdravljenju in preprečevanju alergij, inhibiciji Helicobacter pylori in drugih 
črevesnih patogenov ali pri zdravljenju kroničnih črevesnih bolezni (IBD, IBS) 
(Vasiljevic in Shah, 2008). Potrebne pa so še obsežnejše klinične študije, ki bodo 
nedvomno potrdile učinkovitost posameznih probiotičnih sevov pri različnih boleznih.  
 
2.1.4.3 Vrsta Lactobacillus plantarum kot probiotik 
 
Sevi L. plantarum se na trgu že pojavljajo kot probiotiki. Najbolj znan je sev L. 
plantarum 299v te vrste, osamljen iz črevesne sluznice zdravega osebka. S sevom je 
bilo narejeno že okrog 40 raziskav na ljudeh. Dokazano je, da uživanje tega seva poveča 
število laktobacilov v blatu (Goossens in sod., 2006), da sev kaže protibakterijsko 
aktivnost proti številnim potencialno patogenim vrstam (Johansson in sod., 1998) ter da 
ima ugodno imunomodulatorno aktivnost (Sen in sod., 2002). Narejena je bila tudi 
klinična študija, ki kaže izboljšanje simptomov pacientov s sindromom razdražljivega 
črevesja ob uživanju probiotika 299v (Ducrotté in sod., 2012).  
 
Veliko drugih sevov L. plantarum je izkazalo pozitivne lastnosti, ki nakazujejo možnost 
uporabe za boljši metabolizem lipidov in nižanje holesterola (Bosch in sod., 2014; 
Huang in sod., 2013; Salaj in sod., 2013), spodbujanje imunskega sistema (Mañé in 
sod., 2011; Noguchi in sod., 2012), zmanjšanje imunskega odgovora na alergije (Snel in 
sod., 2011), protivirusno delovanje pri gripi (Park in sod., 2013), zmanjšanje virulence 
Streptococcus pyogenes (Rizzo in sod., 2013), preprečevanje infekcij z bakterijo 
Salmonella enterica (Das in sod., 2013), zmanjšanje težav, povezanih z diabetesom 
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(Bejar in sod., 2013), lajšanje otroškega atopičnega dermatitisa (Han in sod., 2012), 
blaženje ulceroznega kolitisa (Liu in sod., 2011) in številne druge pozitivne učinke. 
 
2.2 ODZIV BAKTERIJ NA STRESNE RAZMERE 
 
2.2.1 Stres, fiziološki in biotehnološki pomen 
 
Stres lahko definiramo kot spremembo, ki negativno vpliva na rast ali preživetje 
mikroorganizmov. Ker se habitati mikroorganizmov stalno spreminjajo, je pomemben 
hiter odgovor na stres. Dejavniki stresa so po svojem izvoru lahko kemični, fizikalni ali 
biološki, vir stresa pa je lahko tudi organizem sam. Sprememba je lahko v genomu, 
proteomu ali okolju bakterije, saj stresorji povzročajo denaturacijo proteinov, sprožajo 
zlome v verigah nukleinskih kislin, oksidacijo makromolekul, dehidracijo ter inhibirajo 
transkripcijo in translacijo (Vorob'eva, 2004).  
 
Na sliki 5 vidimo povezave med fiziološkimi stanji celice in odzivom celic 
mikroorganizma na stres. Vsi mikroorganizmi imajo podedovano toleranco proti 
stresnim dejavnikom (npr. nizek pH), vendar se med seboj razlikujejo. Toleranca je 
odvisna tako od vrste kot od posameznega seva, pomeni pa sposobnost 
mikroorganizma, da preživi stres. Toleranca proti stresu se lahko izboljša na različne 
načine:  
a) specifično, s pomočjo prilagajanja celic na stres, če so izpostavljeni subletalni dozi 
stresa; to običajno poteka v logaritemski fazi rasti,  
b) z generalnim odzivom na stres; pri tem  lahko ena vrsta stresa povzroči odpornost 
tudi na druge vrste stresa,  
c) v stacionarni fazi rasti, brez predhodne izpostavitve stresu; v tem primeru gre za 
povečanje odpornosti proti več stresnim faktorjem (Lorca in de Valdez, 2009).  
 
Zaradi stresa pride do poškodb na celičnih komponentah, kar onemogoči razmnoževanje 
mikroorganizma ali pa večjo občutljivost za druge stresne dejavnike. Take poškodovane 
celice (slika 5) lahko bodisi okrevajo ali pa odmrejo (Yousef in Courtney, 2003). 
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Slika 5: Povezave med fiziološkimi stanji celice ob izpostavitvi stresu (Yousef in Courtney, 2003: 3). 
 
Figure 5: Connections between physiological states of the cell exposed to stress (Yousef and Courtney, 
2003: 3). 
 
Večina mikroorganizmov je sposobna premagati stres z zaznavanjem le-tega in 
prilagajanjem nanj. Določene skupine mikroorganizmov pa so se na neugodne razmere 
tako dobro prilagodile, da so ekstremna okolja njihov habitat. Primer takšnih so različni 
acidofilni, psihrofilni ali halofilni mikroorganizmi (Beales, 2004). Poleg stresa v 
naravnem okolju pa je pri industrijsko zanimivih sevih pomembna tudi odpornost proti 
stresom tekom proizvodnje. Ti so lahko temperatura, ki odstopa od optimalne, osmotski 
in oksidativni stres med fermentacijo ali pa stresi, povezani s tehnološkimi procesi, kot 
sta liofilizacija ali sušenje (slika 6). Zlasti je to pomembno pri probiotikih ali starterskih 
kulturah, kjer morajo biti ob koncu proizvodnje mikroorganizmi živi in metabolno 
aktivni (Bron in sod., 2011). 
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Slika 6: Shematski prikaz različnih vrst stresa, ki so jim izpostavljene starterske in probiotične kulture 
med industrijskim procesom (Bron in sod., 2011: 370). 
 
Figure 6: Schematic presentation of the various stresses encountered by starter and probiotic cultures in 
the industrial process (Bron et al., 2011: 370). 
 
Za zaznavanje stresa uporabljajo bakterije različne transmembranske regulatorne 
sisteme, ki omogočajo, da so v stiku tako z okoljem kakor tudi s citosolom. Običajno 
imajo dve komponenti. Zunanji del proteina veže različne signalne molekule, ki 
povzročijo avtofosforilacijo, ki ji sledi prenos fosfata na naslednji protein, ki je 
aktivator ali represor transkripcije (Vorob'eva, 2004). Uravnavanje odgovora na stres je 
nujno, saj se morajo ob specifičnem stresu sintetizirati pravi proteini za obrambo celice. 
To poteka na več nivojih, odvisno od vrste stresa in od bakterij samih. Tako se lahko 
uravnava transkripcija ali translacija ter tudi stabilnost mRNK in proteina (Yousef in 
Courtney, 2003). Ravno sprožitev prepisovanja je najpomembnejši korak v regulaciji 
bakterijskih genov. Vezava RNK-polimeraze s faktorjem sigma (σ) je predpogoj za 
začetek prepisovanja. Faktor σ je namreč majhna proteinska molekula, ki prepozna 
promotorsko zaporedje v DNK in sproži prepisovanje genov. Vsak sigma faktor 
sodeluje pri transkripciji določene skupine genov (Vorob'eva, 2004). Pri splošnem 
odzivu na stres sodeluje faktor σS. Njegova koncentracija je zelo nizka pri hitro rastočih 
celicah, ki niso izpostavljene stresu, inducirajo pa ga različni stresni dejavniki. Njegovi 
indukciji sledi aktivacija številnih genov, ki sprožijo izražanje genov za splošno 
odpornost proti stresu in v nekaterih primerih tudi morfološke spremembe (Fischer in 
sod., 1998). Seveda pa imajo celice tudi negativno kontrolo prepisovanja s stresom 
povezanih genov. To vključuje faktorje anti-sigma, ki se vežejo s specifičnim faktorjem 
sigma, pri čemer nastajajo kompleksi, ki preprečuje vezavo na RNK-polimerazo. 
Odgovor na stres vključuje produkcijo proteinov, ki popravljajo poškodbe, odstranjujejo 
stresni faktor ali prehodno izboljšujejo odpornost. Celica lahko tudi mutira ali preide v 
speče stanje (Yousef in Courtney, 2003). 
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2.2.2 Odziv laktobacilov na različne stresne dejavnike 
 
2.2.2.1 Vpliv nizkih temperatur 
 
Glede na optimalno temperaturo rasti laktobacile uvrščamo med mezofilne ali 
termofilne bakterije. Med industrijskimi procesi, to je med shranjevanjem starterskih 
kultur ter fermentiranih produktov v hladilniku, med zorenjem sira, med zamrzovanjem 
ali liofilizacijo, pridejo v stik s temperaturami, nižjimi od optimalnih. Preživetje vse do 
konca industrijskega procesa pa je ključnega pomena za industrijsko uporabo, zato je 
pomembno poznavanje mehanizmov in odgovorov na stres zaradi izpostavljenosti 
nizkim temperaturam, ki pripomore k optimizaciji fermentacije, shranjevanja ali izbiri 
ustreznega konzerviranja končnega produkta (van de Guchte in sod., 2002).  
 
Fluidnost bakterijske membrane se zmanjša, če so celice izpostavljene nizkim 
temperaturam, kar vpliva na njeno prehodnost in delovanje. Razen tega nizke 
temperature vplivajo na sekundarne strukture molekul DNK in RNK, ki se stabilizirajo, 
kar privede do zmanjšane učinkovitosti podvojevanja, prepisovanja in prevajanja DNK. 
Mikroorganizmi so razvili odgovor na hladni stres, ki se kaže v sintezi velikega števila 
beljakovin, imenovanih CIP (ang. »cold induced proteins«). Njihove naloge so: 
- vzdrževanje membranske fluidnosti s povečanjem deleža kratkih in nenasičenih 
maščobnih kislin v lipidih, 
- sprožanje dodatnega zvitja DNK, ki prepreči nezaželene sekundarne strukture 
ter 
- prepisovanje genov za beljakovine, ki omogočajo prilagoditev celice na nizke 
temperature (van de Guchte in sod., 2002). 
 
Med CIP najdemo veliko število beljakovin hladnega šoka (CSP, ang. »cold shock 
protein«). To so medsebojno zelo sorodne beljakovine z več kot 45 % identitičnimi 
aminokislinskimi zaporedji pri po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterijah 
ter nizko molekulsko maso (7 kDa). Njihove ortologe najdemo v tudi do devet kopijah 
(Vorob'eva, 2004; Wouters in sod., 2000). Med njimi je najbolj znana beljakovina 
CspA, ki ima vlogo kot transkripcijski aktivator ali šaperon mRNK in jo najdemo tudi 
pri laktobacilih (Sauvageot in sod., 2006). Proteini hladnega šoka so izraženi tudi v 
določenih stadijih rasti pri optimalni temperaturi, kar kaže na njihovo vpletenost v druge 
procese v celici (De Angelis in Gobbetti, 2004). Pri vrsti L. plantarum so opazili 
izražanje treh različnih CSP ob hladnem stresu, in sicer CspL, CspP in CspC (Derzelle 
in sod., 2000). Ob povečanem izražanju vseh treh genov je opažena povečana odpornost 
proti nizkim temperaturam in tudi stradanju (Derzelle in sod., 2003). 
 
2.2.2.2 Vpliv liofilizacije 
 
Stabilizacija probiotičnih kultur je velikega pomena za njihovo komercialno uporabo, 
saj veliko sevov ne doseže trga ravno zaradi slabega preživetja med industrijskimi 
procesi in shranjevanjem. Liofilizacija je ena izmed najbolj razširjenih stabilizacijskih 
metod za pripravo in dolgotrajno shranjevanje in izdelkov z mlečnokislinskimi 
bakterijami. Pri liofilizaciji gre za sušenje kultur s pomočjo sublimacije ledu (Montel 
Mendoza in sod., 2013; Siaterlis in sod., 2009).  
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Liofilizacija je sestavljena iz treh glavnih korakov: zamrzovanje, primarno sušenje in 
sekundarno sušenje (slika 7).  
a) Zamrzovanje 
Na začetku bakterijske vzorce zamrznemo, da ločimo vodo od ostalih snovi s pomočjo 
nastajanja ledenih kristalov. Hitro zamrzovanje, na primer v tekočem dušiku, pripomore 
k boljšemu preživetju postopka, vendar pa se s tem podaljšajo naslednji koraki 
liofilizacije. Pri počasnem zamrzovanju nastajajo večji ledeni kristali, ki olajšajo 
izhajanje vode iz  vzorca. 
b) Primarno sušenje 
Ko zamrznjeno kulturo izpostavimo vakuumu, začne voda sublimirati iz vzorca. 
Postopek sublimacije se začne na robu, za izhajanje vode iz notranjosti vzorca pa 
morajo nastati manjše pore. Med sublimacijo se zviša temperatura vzorca, tako da 
preseže temperature kondenzorja. Pri primarnem sušenju se tempertaura toliko dvigne, 
da voda v vzorcu sublimira, vendar še ne pride do utekočinjenja vzorca. Voda se 
premika iz toplejšega območja proti hladnejšemu. Tako ima lahko vzorec -10 °C in 
kondenzor -50 °C.  
c) Sekundarno sušenje 
Pri sekundarnem sušenju temperaturo vzorca zvišamo na do okrog 20 °C oziroma do 
sobne temperature, tako da odstranimo še vso preostalo vodo (Morgan in sod., 2006; 
Perry, 1995; Strasser in sod., 2009).  
 
 
 
Slika 7: Spremembe temperature in tlaka med tremi fazami liofilizacije (Common misconceptions in 
freeze drying, 2012). 
 
Figure 7: Changes in temperature and pressure during three phases of lyophilisation (Common 
misconceptions in freeze drying, 2012)  
 
Za boljše preživetje med liofilizacijo se uporabljajo zaščitne snovi, kot so posneto 
mleko, sladkorji, polialkoholi, antioksidanti, aminokisline ali prebiotiki. Njihovo 
zaščitno delovanje je različno. Tisti, ki lahko vstopajo v celico, naredijo celično 
membrano bolj prožno, vežejo intracelularno vodo in preprečujejo nastajanje prevelikih 
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ledenih kristalov v celici. Primer takšnih zaščitnih molekul so monovalentni alkoholi, 
amidi, sulfoksidi in tudi glicerol, ki je eno izmed pogosteje uporabljenih zaščitnih 
sredstev. Medtem ko glicerol počasi vstopa v celice, v odvisnosti od temperature in tipa 
celic, nekatera zaščitna sredstva ne morejo v celice, pač pa na površini celic ustvarijo 
viskozno plast, ki omogoči delno izhajanje vode iz celice, inhibirana pa je rast ledenih 
kristalov. Primer zaščitnih molekul, ki ne vstopajo v celico, so mono-, oligo- in 
polisaharidi, poliakoholi, proteini in polietilen glikol (Saarela in sod., 2005). 
 
Stres med liofilizacijo torej povzročita tako zamrzovanje kot sublimacija. Med 
zamrzovanjem nastajajo znotraj celic ledeni kristali, ki povzročijo fizične poškodbe, 
Med sublimacijo pa nastaja visok osmotski pritisk zaradi visoke koncentracije 
citoplazmatskih topljencev. Prav membranska integriteta in denaturacija makromolekul 
sta glavna dejavnika, ki vplivata na preživetje med liofilizacijo (De Angelis in Gobbetti, 
2004). Povezavo med odpornostjo proti zamrzovanju in odgovorom na hladni stres so 
prvič dokazali pri vrsti Bacillus subtilis (Willimsky in sod., 1992). Pri mlečnokislinskih 
bakterijah se je tudi že pokazalo, da je preživetje med zamrzovanjem boljše po 
predhodni prilagoditvi na nizke temperature (Lorca in sod., 1999; Panoff in sod., 2000), 
vendar le v eksponentni fazi rasti (Wouters in sod., 1999). Pri Lactococcus lactis so 
pokazali, da je večina sevov, izpostavljenih hladnemu šoku pred liofilizacijo (2 h na 10 
°C), bolje preživela tudi liofilizacijo. Podoben učinek so dosegli tudi s toplotnim šokom 
(Broadbent in Lin, 1999), kar kaže na to, da na preživetje med liofilizacijo vpliva veliko 
dejavnikov, od izbire zaščitnih snovi, gojišča, razmer pred liofilizacijo in faze rasti 
(Montel Mendoza in sod., 2013).  
 
2.2.2.3 Vpliv oksidativnega stresa 
 
Laktobacili so aerotolerantni mikroorganizmi, ki ne uporabljajo proton-translocirajoče 
elektronske transportne verige. Običajno je korelacija med rastjo laktobacilov in 
prisotnostjo kisika negativna, vendar pa imajo vsaj nekateri med njimi oksidaze, ki 
izkoriščajo O2 za oksidacijo substratov, kot je na primer piruvat ali NADH. Pri tem 
lahko nastajajo reaktivne kisikove zvrsti, ki povzročajo oksidativni stres. Tudi sevi iste 
vrste, ne samo različnih vrst, se razlikujejo v odpornosti proti oksidativnemu stresu, saj 
je ta odvisna od njihovih antioksidativnih obrambnih mehanizmov (De Angelis in 
Gobbetti, 2004; Vorob'eva, 2004). 
 
Toksičnost kisika v glavnem pripisujemo kisikovim radikalom, kot je O2
- (superoksid) 
ali HO• (hidroksidni radikal), ter molekulam vodikovega peroksida (H2O2) ali 
singletnega kisika. Vsi med njimi lahko poškodujejo beljakovine, lipide in nukleinske 
kisline ter s tem povzročajo staranje celic in celično smrt. Oksidativni stres bakterije 
zaznavajo s specifičnimi transkripcijskimi regulatorji, ki sprožijo obrambne mehanizme, 
ko je kritična meja reaktivnih kisikovih zvrsti presežena. Bakterije so razvile različne 
metode spopadanja z njihovo toksičnostjo, med katerimi je preprečevanje nastajanja ali 
odstranjevanje reaktivnih kisikovih zvrsti, zaščita tarčnih molekul ali popravljanje 
nastalih poškodb (van de Guchte in sod., 2002). Pri mlečnokislinskih bakterijah za 
odstranjevanje reaktivnih kisikovih zvrsti služijo NADH-oksidaza, NADH-peroksidaza, 
glutation in tioredoksin. Medtem ko je večina kisikovih reaktivnih zvrsti nestabilnih, sta 
H2O2 in O2
- izjemi, zato imajo nekatere bakterijske vrste encime, ki ju razgrajujejo. 
Poleg tega se celice poslužujejo tudi molekul z antioksidativnimi učinki, ki ščitijo DNK 
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pred oksidacijo. Omenjene učinke imajo vitamini, karotenoidi in poliamini. Nekatere 
vrste laktobacilov, med katerimi so L. plantarum, L. casei in L. fermentum, vsebujejo 
visoko koncentracijo Mn, ki deluje kot učinkovit lovilec O2
- (van de Guchte in sod., 
2002; Vorob'eva, 2004). Nekatere vrste laktobacilov, zlasti vaginalne, so zmožne 
proizvajati vodikov peroksid kot obrambno molekulo, medtem ko so druge vrste 
laktobacilov zelo občutljive, kar povezujejo z različno količino peroksidaz. H2O2 je 
nevtralna molekula, ki lahko prečka membrano. Ima močan oksidacijski potencial, 
vendar z biološkimi materiali reagira počasi, če ni prisotnih katalizatorjev. Če pride do 
reakcije, nastane reaktivnejši HO• (Asad in sod., 2004; Talwalkar in Kailasapathy, 
2003). 
 
2.2.2.4 Vpliv kisle vrednosti pH 
 
Laktobacili prihajajo v stik s kislinami že v svojem naravnem okolju, saj proizvajajo 
mlečno kislino, ki naredi okolje neugodno za rast ostalih bakterij. To izkoriščamo pri 
konzerviranju hrane s pomočjo fermentacije. Probiotične bakterije pa prihajajo v stik s 
kislim pH tudi v gastrointestinalnem traktu gostitelja. Signal za stres lahko prihaja iz 
zunanjega okolja ali pa nastane v celici. Zaradi kopičenja protonov v celici pride do 
znižanja citosolnega pH, kar vpliva na transmembranski gradient pH (ΔpH), ki ga celice 
uporabljajo kot vir energije za transport različnih molekul, do poškodb beljakovin in 
DNK ter do zmanjšanja aktivnosti občutljivih encimov. Pri laktobacilih se toleranca 
proti kislinam lahko poveča v stacionarni fazi rasti, ko se poveča tudi odpornost proti 
različnim vrstam stresa, ali pa v logaritemski fazi rasti, zaradi prilagoditve na nižji pH, 
če celice predhodno izpostavimo subletalnemu stresu (van de Guchte in sod., 2002). 
Nekateri laktobacili vzdržujejo nevtralni znotrajcelični pH, dokler ni zunaj celice 
presežena mejna vrednost, ko to ni več mogoče. Drugi pa vzdržujejo konstanten ΔpH, 
tako da v skladu z nižanjem zunanjega pH nižajo tudi znotrajceličnega (Shabala in sod., 
2006). Za obrambo proti stresu, povzročenemu zaradi kislega pH, se celice borijo na 
več načinov.  
I. Črpanje protonov 
F1F0-ATPaza je encim, ki s pomočjo privzemanja protonov tvori ATP, seveda pa gre 
proces tudi v obratno smer, ko celica s pomočjo ATP izčrpava protone in zvišuje 
intracelularni pH, pri čemer gre za precejšno energetsko obremenitev celice (van de 
Guchte in sod., 2002). Encim je sestavljen iz več podenot. Tudi pri vrsti  L. plantarum 
so dokazali prisotnost tega encima (Kleerebezem in sod., 2003), kakor tudi povečano 
izražanje ene od podenot, produkta gena atpD, v kislem okolju (Duary in sod., 2010).  
II. Produkcija bazičnih snovi 
Bakterije uravnavajo pH tudi s pomočjo arginin deaminazne poti, pri čemer se arginin 
pretvarja v ornitin, amonijak in CO2. Amonijak nevtralizira protone, nastali ATP pa se 
lahko porabi tudi za aktivno izčrpavanje protonov. Poleg arginina je pri nekaterih 
bakterijah za nevtraliziranje pH pomembna tudi ureaza, ki katalizira hidrolizo uree v 
CO2 in amonijak. Podobno je tudi s sintezo histidina, ki ima bazične lastnosti 
(Broadbent in sod., 2010; van de Guchte in sod., 2002).  
III. Sprememba membrane 
Celična membrana je pogosto prva tarča stresa. En izmed prvih odgovorov, ki se jih 
poslužujejo bakterije pri obrambi pred stresom, je tako sprememba maščobnih kislin 
celične membrane, pri čemer pride do sprememb v organizaciji membrane, integriteti, 
sestavi lipidov in fluidnosti. Med običajnimi mehanizmi so povečanje deleža 
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dolgoverižnih, ciklopropanskih in nasičenih maščobnih kislin. Celična membrana je 
poleg fizične ovire pomembna tudi v metabolizmu, saj uravnava vstopanje molekul v 
celico in izstopanje iz nje (Wu in sod., 2012). Eden izmed vpletenih genov je cfa1, ki 
kodira ciklopropan maščobno-acil-fosfolipidno sintazo (ang. »cyclopropane fatty-acyl-
phospholipid synthase«), ki katalizira spremembe iz nenasičenih maščobnih kislin v 
njihove ciklopropanske derivate, kar naredi bakterijsko membrano manj propustno. 
Povečano izražanje gena so že opazili pri vrsti L. casei (Broadbent in sod., 2010). 
IV. Spremembe v metabolizmu 
Izpostavitev bakterij stresu lahko spremeni njihov metabolizem. Znano je povečanje 
proizvodnje alkoholov, ketonov, ketonskih kislin in aminokislin zaradi izpostavitve 
različnim stresom. Preusmeritev metabolizma je lahko tudi zaželena in se izkorišča pri 
fermentaciji hrane (Serrazanetti in sod., 2011). Pri L. casei pa je že znana preusmeritev 
v malolaktično fermentacijo, če ga izpostavimo kislemu pH. Pri tem s pomočjo encima 
malat dehidrogenaza (gen mleS) iz malata nastajata laktat in CO2, sprošča pa se ATP 
(Broadbent in sod., 2010). Podobno so že dokazali tudi pri vrsti L. plantarum, kjer 
malolaktična fermentacija pomaga celicam pri ohranjanju ΔpH (García in sod., 1992). 
V. Popravljanje poškodovanih proteinov in DNK 
V nekaterih primerih se tudi ob kislem stresu aktivirajo šaperoni, ki imajo pomembno 
vlogo pri zagotavljanju prave konformacije proteinov ter preprečevanju nastajanja 
nezaželenih proteinskih agregatov. Nizek intracelularni pH povzroči tudi depurinacijo 
in depirimidacijo DNK, zato je pomembno, da se ob tovrstnem stresu vključijo sistemi 
za popravljanje DNK (van de Guchte in sod., 2002). 
 
2.2.2.5  Vpliv žolčnih soli 
 
Žolč je kompleksen prebavni izloček jeter, ki služi razbijanju maščob ter njihovi 
absorpciji. Njegove najpomembnejše sestavine so holesterol, mukus, fosfolipidi, 
različne anorganske snovi ter žolčne soli (ali žolčne kisline), ki so derivati holne kisline, 
ki nastaja iz holesterola v jetrih (slika 8a). Pred izločanjem se žolčne kisline konjugirajo 
z glicinom ali taurinom. Glikoholne in tauroholne soli predstavljajo kar 80 % vseh soli 
pri človeku (slika 8b). Funkcija žolčnih kislin je, da delujejo kot detergenti, pomagajo 
pri raztapljanju lipidov, izločanju snovi ter imajo protimikrobno delovanje. Njihovo 
toksično delovanje na bakterijske celice je povezano s celično membrano. Žolč je bolj 
škodljiv za po Gramu pozitivne vrste, ki nimajo dodatne zunanje membrane, vendar pa 
škoduje tudi po Gramu negativnim vrstam, pri katerih žolčne soli lahko vstopajo v 
celice skozi porine. Žolčne soli povzročajo tudi porušenje stabilnosti makromolekul, saj 
sprožajo nastanek sekundarnih struktur v molekulah RNK, poškodbe molekul DNK ter 
aktivirajo encime, povezane s popravljanjem DNK. Bakterijske celice se ob izpostavitvi 
žolču skrčijo, poškoduje se celična membrana ter pride do uhajanja celičnega materiala 
(Begley in sod., 2005; van de Guchte in sod., 2002). Seveda pa so bakterije razvile 
različne mehanizme obrambe pred stresom zaradi žolčnih soli. Črevesna mikrobiota 
pretvori konjugirane žolčne kisline med njihovim prehodom skozi črevesje. Glavne 
spremembe so dekonjugacija, 7α-dehidroksilacija in 7α-dehidrogenacija. Na ta način 
nastajajo sekundarne žolčne kisline (slika 8a) (Begley in sod., 2005; Pavlović in sod., 
2012). 
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Slika 8: (a) Kemijska struktura glavnih žolčnih kislin v človeškem črevesju. Primarne žolčne kisline se 
sintetizirajo v jetrih, v črevesju pa jih bakterijski encimi pretvorijo v sekundarne žolčne kisline. (b) Vse 
žolčne kisline pa so pred izločanjem konjugirane z glicinom ali taurinom s peptidno vezjo. (c) Žolčne 
kisline so amfipatske molekule, ki se združujejo v agregate, imenovane micele, ki lahko raztapljajo druge 
lipide (Begley in sod., 2005: 628). 
 
Figure 8: (a) Chemical structure of major bile acids in human gut. Primary bile acids are synthesized in 
liver, but are modified in gut by bacterial enzymes into secondary bile acids. (b) All bile acids are 
conjugated with glycine or taurine before secretion. (c) Bile acids are amphipathic molecules, which are 
merged into aggregates called micelles, which can solubilise other lipid molecules (Begley et al., 2005: 
628). 
 
Škodljiv učinek žolča na bakterijske celice je odvisen od njegove koncentracije ter vrst 
žolčnih kislin, ki ga sestavljajo. Vpliv pa ima tudi sestava bakterijske celice, predvsem 
njene membrane. Sprememba naboja, hidrofobnosti ali fluidnosti imajo pomemben 
vpliv na odpornost proti žolčnim solem (Chou in Cheng, 2000). Raziskave kažejo, da je 
odpornost proti žolču za sev specifična lastnost, saj opažajo veliko variabilnost v 
odpornosti med sevi iste vrste (Chateau in sod., 1994; Jacobsen in sod., 1999; Succi in 
sod., 2005). Mehanizmi zaznavanja stresa zaradi žolča so neznani, vendar verjetno 
podobni dogajanju med izpostavitvijo ostalim stresom (Begley in sod., 2005).  
 
Hidrolaza žolčnih soli (BSH) je encim, ki sodeluje pri dekonjugaciji žolčnih soli in ga 
pogosto najdemo v po Gramu pozitivnih vrstah, prisotnih v gastrointestinalnem traktu. 
Veliko probiotičnih sevov, s katerimi je bilo narejenih največ študij, ima več kot eno 
vrsto genov za BSH. Njihova funkcija ni popolnoma poznana, njihovo izražanje pa je 
najverjetneje odvisno od časa izpostavitve, vrste žolčnih soli ali fiziološkega stanja 
celice. Zakaj se bakterije poslužujejo dekonjugacije žolčnih soli, prav tako ni 
popolnoma znano. Najbolj razširjena je teorija, da je dekonjugacija detoksifikacijski 
mehanizem, ki igra vlogo pri preživetju v gastrointestinalnem traktu, vendar rezultati 
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vseh raziskav tega ne podpirajo. Razlog je lahko tudi v tem, da pri nizkih koncentracijah 
žolča, ki so jih uporabili v preteklih raziskavah, izražanje BSH ni nujno potrebno in 
obstaja možnost, da encimi BSH sodelujejo samo pri gliko-konjugiranih žolčnih soleh. 
Takšne dekonjugirane žolčne soli pri nizkem pH percipitirajo (Begley in sod., 2005; 
Begley in sod., 2006; Pavlović in sod., 2012). Posedovanje genov BSH je lahko na eni 
strani zaželena lastnost probiotikov, ker jim pomaga pri preživetju v neugodnih 
razmerah v črevesju in ker lahko zniža nivo holesterola, na drugi strani pa nezaželena, 
saj je velika količina dekonjugiranih žolčnih soli lahko škodljiva za gostitelja. 
Dekonjugirane žolčne soli so manj učinkovite pri emulgiranju lipidov in nastajanju 
micel, lahko povzročijo poškodbe DNK in so verjetno povezane s črevesnim rakom ali 
slabšim delovanjem črevesne sluznice, ki vodi do vnetja in driske. Dekonjugirane 
žolčne soli pa se lahko povežejo s holesterolom, ki precipitira s kalcijevimi solmi ter 
žolčnimi pigmenti, kar vodi v nastanek žolčnih kamnov. Vendar pa večina probiotičnih 
sevov ni sposobna dehidroksilacije dekonjugiranih žolčnih soli, zato se večina 
produktov encima BSH izloči (Begley in sod., 2006). 
 
2.2.2.6 Vpliv stresa prehoda skozi prebavila 
 
Da probiotik lahko izkaže pričakovane učinke, mora prispeti živ na mesto delovanja. 
Med prehodom skozi prebavila so mikroorganizmi izpostavljeni stresnim dejavnikom. 
Začne se s stresom v želodcu, zaradi vzpostavitve nizkemu pH, ki je običajno med 1,5 
in 4,5, odvisno od želodčne vsebine (Verdenelli in sod., 2009). Med postenjem pa lahko 
pH pade tudi do 1 (Corcoran in sod., 2008). Ta odgovor na stres je opisan v poglavju 
2.2.2.4. V želodcu je prisoten tudi pepsin, proteolitični encim, ki lahko hidrolizira 
proteine na zunanji bakterijski membrani, kjer se nahajajo tudi proteini, pomembni za 
agregacijo in adhezijo. Sledi prehod v tanko črevo, kjer se sproščajo tudi ostali 
proteolitični in lipolitični encimi, prisotne pa so še žolčne soli, ki lahko uničijo 
bakterijsko membrano. Njihova koncentracija ni statična, ampak niha od 15 mM takoj 
po obroku v duodenumu, v jejunumu okrog 10 mM in v ileumu pade koncentracija 
žolčnih soli pod 4 mM zaradi absorpcije (Marteau in sod., 1997). Odgovor na stres, 
povezan z žolčnimi solmi, je opisan v točki 2.2.2.5. 
 
Pomembno je tudi dejstvo, da si stres nizkega pH in žolčnih soli pri prehodu skozi 
prebavila sledita. Bakterijske celice so po izpostavitvi nizkemu pH poškodovane, zato 
lahko na stres ob izpostavitvi žolčnim solem odgovarjajo drugače kot nepoškodovane 
celice (Marteau in sod., 1997). 
 
Na sevu L. plantarum WCFS1 so van Bokhorst-van de Veen in sod. (2012) pokazali, da 
sestava gojišča, faza rasti in potek fermentacije močno vplivajo na preživetje seva v 
simuliranih gastrointestinalnih razmerah. Našli so tudi 13 genov, potencialno povezanih 
s preživetjem. Veliko jih je povezanih s celično membrano, kar ni presenetljivo, saj je to 
prva obramba pred vplivi okolja. 
 
2.2.3 Navzkrižna odpornost proti stresnim dejavnikom 
 
V bakterijah odgovor na stres sproži tako izražanje proteinov, specifičnih za 
prilagoditev na določeno vrsto stresa, kot tudi splošni odgovor na stres, zato ni 
presenetljivo, da se lahko hkrati pojavi odpornost proti več vrstam stresa. Navzkrižna 
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odpornost namreč pomeni, da se ob predhodni prilagoditvi na eno vrsto stresa pojavi 
tudi odpornost proti eni ali več drugačnih oblik stresa (Vorob'eva, 2004). Navzkrižna 
odpornost je v veliki meri vrstno in tudi za sev specifična, kar nam pove, da je na 
molekularni ravni prilagoditev na stres lahko različna (van de Guchte in sod., 2002). 
 
Pri laktobacilih so že dokazali obstoj navzkrižne odpornosti. Kim in sod. (2001) so pri 
Lactobacillus acidophilus pokazali, da se ob prilagoditvi na določen stres lahko poveča 
odpornost ali navzkrižna odpornost proti drugim vrstam stresa, vendar je ne sprožijo vse 
vrste stresa. Tako so ugotovili, da so bile celice laktobacilov, izpostavljene subletalnim 
koncentracijam žolča, odpornejše proti visokim temperaturam, vendar ne tudi proti 
NaCl, medtem ko je izpostavitev NaCl, oziroma s tem povezanim osmotskim stresom, 
izboljšala odpornost proti žolču ter visokim temperaturam. Predhodna izpostavitev 
visokim temperaturam pa ni sprožila navzkrižne odpornosti. Tudi Loca in de Valdez 
(1999) sta pri L. acidophilus pokazala boljšo odpornost proti različnim vrstam stresa, ki 
so jim bile bakterije izpostavljene med zamrzovanjem, izpostavitvijo visokim 
temperaturam, osmotskemu stresu, etanolu, kislemu okolju ali vodikovemu peroksidu, 
če so bile celice v eksponentni fazi in gojene na nižji temperaturi (25 °C) ali če so bile v 
stacionarni fazi rasti. Pri Lactobacillus rhamnosus GG pa so pokazali, da inkubacija pri 
povišanem tlaku sproži odpornost proti letalno visokim temperaturam (Ananta in Knorr, 
2003). Pri L. plantarum so ob prilagoditvi na etanol opazili tudi odpornost proti visokim 
temperaturam, ne pa tudi proti drugim vrstam stresa (van Bokhorst-van de Veen in sod., 
2011). V številnih raziskavah so skušali odgovoriti na vprašanje, ali izpostavitev 
kislemu pH ščiti pred zamrzovanjem. Rezultati nakazujejo izboljšanje preživetja 
zamrzovanja, če jih predhodno inkubiramo na znižanem pH pri sevu L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus vendar je učinkovitost odvisna od uporabljene kisline za zniževanje 
pH (H2SO4  je boljša od HCl) (Streit in sod., 2007). Pri tem pride do sprememb v 
proteomu, nekatere izmed sprememb so povezane tudi z maščobnimi kislinami (Streit in 
sod., 2008). Podobno so tudi pri vrsti L. acidophilus dokazali, da ob znižanju pH na 5 
sev boljše preživi zamrzovanje, pri tem pa pride do sprememb v maščobnih kislinah. 
Enaki rezultati so bili doseženi tudi ob znižanju temperature gojenja na 30 °C (Wang in 
sod., 2005). Pri testiranju navzkrižne odpornosti med nizkim pH in liofilizacijo so 
ugotovili, da sevu L. coryniformis Si3 škoduje prilagoditev na nizek pH (pH 4,5) ali 
znižane temperature (26 °C) pred liofilizacijo, saj se preživetje zmanjša. Povišane 
temperature pa niso imele vpliva (42 °C) (Schoug in sod., 2008), medtem ko so pri sevu 
L. reuteri opazili pozitiven vpliv znižanega pH na preživetje liofilizacije (Palmfeldt in 
Hahn-Häerdal, 2000). Na sevu L. delbrueckii subsp. bulgaricus so preverjali korelacijo 
med pH in sušenjem z razprševanjem. Če pH tekom fermentacije ni bil nadzorovan 
(dovolili so padec na pH pod 4), je bilo preživetje sušenja z razprševanjem boljše (Silva 
in sod., 2005). 
 
2.3 PREDNOST RASTI V STACIONARNI FAZI−GASP 
 
2.3.1 Razmere v stacionarni fazi rasti 
 
Bakterije v naravnem okolju preživijo večino časa v stacionarni fazi rasti. Do 
zaustavitve v rasti lahko pride zaradi kateregakoli stresa, ki poleg neposrednega 
stresnega vpliva na celico sproži tudi pomanjkanje enega ali več hranil. Primer je kisel 
pH, ki zmanjša aktivnost transporterjev in s tem povzroči pomanjkanje hranil, ker ti ne 
Šeme H.  Odziv izbranih sevov Lactobacillus plantarum na kislo okolje in stacionarno fazo rasti.  
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2015  
 
24 
prehajajo v celico. Prehod v stacionarno fazo rasti se zgodi tudi zaradi nakopičenja 
končnih produktov fermentacije (na primer mlečne kisline) ali stradanja, ko bakteriji 
zmanjka vsaj enega izmed esencialnih hranil. Večina bakterij je na dolgotrajno 
stacionarno fazo dobro prilagojena (van de Guchte in sod., 2002). Stradanje sproži 
različne spremembe v celici. Pri nekaterih po Gramu pozitivnih organizmih vodi v 
nastajanje spor, druge bakterije pa razvijejo povečano odpornost brez prehoda v speče 
stanje. Te celice vzdržujejo nizek metabolizem, ki jim omogoča viabilnost tudi več let 
(Zambrano in Kolter, 1996). 
 
Odgovor na stradanje je lahko sprožen z nedostopnostjo različnih esencialnih hranil. 
Pomanjkanje ogljikovih hidratov je pogosto in najbolj preučeno, saj povzroči takojšnje 
pomanjkanje energije. Drugo limitirajoče hranilo je fosfat, ki je esencialen za sintezo 
DNK in RNK ter za oskrbovanje z energijo. Pomanjkanje dušika in aminokislin pa 
povzroči zmanjšanje sinteze proteinov (De Angelis in Gobbetti, 2004). Prehod v 
stacionarno fazo rasti sproži preusmeritev metabolizma v alternativne vire hranil in 
splošni odgovor na stres, s katerim bakterije postanejo odpornejše proti več različnim 
vrstam stresa (van de Guchte in sod., 2002). Stradane celice so običajno manjše kot 
normalno rastoče, njihova celična stena je trdneje povezana, citoplazma skoncentrirana 
in periplazmatski volumen povečan, kar poveča odpornost proti različnim vrstam stresa. 
Spremembe sproži prepisovanje genov za splošni odgovor na stres. Gen rpoS je zelo 
pomemben za prehod v stacionarno fazo pri E. coli, saj kodira transkripcijski faktor σS, 
ki nadzoruje prepisovanje velikega števila genov. Prepis rpoS pa nadzorujejo drugi 
dejavniki (Bačun-Družina in sod., 2011). 
 
2.3.2 Prednost rasti v stacionarni fazi rasti in njen evolucijski pomen 
 
Bakterijski življenjski cikel ima pet življenjskih faz. Prve tri faze so faza lag ali faza 
prilagajanja, ki nastopi takoj, ko celice prenesemo v sveže gojišče. Te so metabolno 
zelo aktivne in se večajo, vendar se še prilagajajo na nove razmere, zato se ne delijo. 
Druga faza je eksponentna ali logaritemska faza, ko se celice neprestano delijo in 
rastejo. Stopnja eksponentne faze je zelo odvisna od okoljskih dejavnikov, kot so 
temperatura, pH in dostopnost hranil ter od same bakterijske vrste. Tretja faza je 
stacionarna, nastopi pa, ko začne v gojišču primanjkovati hranil ali pa se kopičijo 
toksični produkti. Vse tri faze so že zelo dobro poznane, sledijo jim manj poznani faza 
odmiranja in dolgotrajna stacionarna faza (slika 9). Kdaj nastopi katera izmed faz, je 
odvisno od gojišča in bakterijske vrste. V fazi odmiranja propade 99 % vseh celic. 
Preživele celice porabljajo material iz razpadlih celic, kot so aminokisline iz proteinov, 
ogljikovi hidrati iz celične stene, lipidi iz membran in tudi DNK. Po fazi smrti nastopi 
dolgotrajna stacionarna faza, v kateri lahko vzdržujemo bakterije zelo dolgo brez 
dodajanja hranil. Glede na znane raziskave naj bi kulture s koncentracijo 106 KE/ml 
lahko vzdrževali tudi 5 let. Ker je število celic je omejeno, ob nastajanju novih stare 
odmrejo (Finkel, 2006). 
  
Poleg sprememb v izražanju genov, morfoloških in fizioloških sprememb se v 
dolgotrajni stacionarni fazi rasti dogajajo tudi genomske modifikacije. S tem je povezan 
pojav fenotipa prednosti rasti v stacionarni fazi ali GASP (ang. »growth advantage in 
stationary phase«). GASP je povezan s sposobnostjo dolgotrajno staranih celic, da 
prerastejo mlajše kulture, kar se dokazuje s poskusi z mešanimi kulturami, ki vsebujejo 
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različno stare celice. Pri E. coli se fenotip GASP pojavi že po 10 dneh. Prednost 
staranih celic pa ni v boljši prilagojenosti na stacionarno fazo, ampak je prednost 
genetska. To so dokazali s serijskim precepljanjem mutantov GASP, ki so kljub temu 
ohranili svojo prednost (Finkel, 2006). Ob dolgotrajnem gojenju v stacionarni fazi se 
nenehno pojavljajo novi mutanti z boljšo prilagoditvijo in sposobnostjo preživetja v 
neugodnih razmerah, zato je populacija dinamična (slika 9). Mutanti GASP imajo 
prednost, ki je lahko sposobnost učinkovitejše porabe hranil, pridobljenih iz mrtvih 
celic, zato hitro prerastejo izhodno kulturo. Po določenem času se pojavi uspešnejši 
mutant, ki prevlada (Bačun-Družina, 2011). 
 
 
 
Slika 9: Rastna krivulja za nesporulirajoče bakterije s petimi fazami rasti (1. lag faza, 2. eksponentna faza, 
3. stacionarna faza, 4. faza odmiranja, 5. dolgotrajna stacionarna faza) s pojavom različnih mutantov 
GASP (Bačun-Družina in sod., 2011: 14). 
 
Figure 9: Growth curve of non-sporulating bacteria with five growth phases (1. lag phase, 2. exponential 
phase, 3. stationary phase, 4. death phase, 5. prolonged stationary phase) with appearance of GASP 
mutants (Bačun-Družina et al., 2011: 14). 
 
Evolucijski proces poteka tako, da se v populaciji pojavljajo novi aleli z naključnimi, 
spontanimi mutacijami. Če novi aleli omogočajo konkurenčno prednost v določenem 
okolju, lahko novi mutanti prerastejo ostale. Enak proces poteka v podaljšani 
stacionarni fazi rasti, zato se lahko uporablja tudi za študij evolucijskih procesov. 
Celice, ki preživijo podaljšano stacionarno fazo rasti, so med seboj zelo različne. Celice 
se fiziološko in morfološko prilagodijo, v tej fazi pa prihaja tudi do mutacij. Tiste, ki 
preživijo, imajo določeno prednost pred ostalimi in jih prerastejo (Vulić in Kolter, 2001; 
Zambrano in Kolter, 1996).  
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2.3.3 Mutacije, ki omogočajo GASP 
 
Znano je, da se mutacije dogajajo naključno in da naravna selekcija daje prednost 
koristnim, vendar je večina mutacij nevtralnih ali celo neugodnih za celico, zato sevi 
ohranjajo nizek nivo mutacij. Sevom s povečanim številom mutacij pravimo mutatorji 
in jih najdemo tudi v naravnih populacijah, med drugim pri E. coli (Matic in sod., 
1997). Hipermutacijsko stanje je dedno, pri čemer je povečanje mutacij lahko majhno 
(10–20 krat), visoko (100–1000 krat) ali zelo visoko (>1000 krat) (Jayaraman, 2009, 
2011). Pojavljanje mutatorjev je v naravi večje od pričakovanega, kar nakazuje, da je v 
določenih razmerah selekcijska prednost v povečanem številu mutacij. Veliko takšnih 
sevov najdemo pri patogenih bakterijah (Denamur in Matic, 2006). Giraud in sod. 
(2001) so dokazali, da se je 25 % mutatorjev prilagodilo na rast v mišjem 
gastrointestinalnem traktu in postalo avksotrofov, medtem ko je bil delež pri ne-
mutatorjih samo 5-odstotni.   
 
Celice pa so sposobne tudi aktivne mutageneze, če so izpostavljene stresu, četudi ta ni 
mutagen. Tako povečano mutagenost, ki ni dedna, ampak samo prehodna, imenujejo 
adaptivna mutagenost, usmerjena ali s stresom povzročena mutageneza. V razmerah 
stacionarne faze rasti je število mutacij večje od teoretično pričakovane (Fonville in 
sod., 2011; Foster, 2007). Ob pomanjkanju hranil se celice v stacionarni fazi, ko se ne 
delijo, prilagodijo na okolje s pomnoževanjem števila genov, ki jih potrebujejo za rast, 
ali pa na ta način, da zamaknejo bralni okvir tako, da gen postane ponovno aktiven. 
Takšen primer je gen lac v E. coli (Clarins in Foster, 1991; Hersh in sod., 2004). S 
stresom povzročena mutageneza lahko povzroči razvoj odpornosti proti antibiotikom, 
omogoči bakterijam kolonizacijo novih gostiteljev, bakterije lahko pridobijo patogenost 
ali sposobnosti metabolizma novih produktov. Vsaj trije različni odgovori na stres 
morajo biti aktivirani, da se število mutacij poveča. Med njimi so odgovor na stres, 
povezan s celično ovojnico (Gibson in sod., 2010), splošni odziv na stres (Layton in 
Foster, 2003) ter odziv SOS na poškodbe DNK (McKenzie in sod., 2000).  
 
Obstaja več načinov, kako celice pridejo do povečane stopnje mutacij (slika 10). 
Mehanizmi vključujejo k napakam podvrženo polimerazo DNK, zmanjšanje 
popravljalnih mehanizmov v celicah v stacionarni fazi rasti, povečano število neujemanj 
zaradi medvrstne rekombinacije, ki je posledica naravne transformacije, napačno 
transkripcijo in/ali translacijo ali pa so zaradi mutacije inaktivirani popravljalni encimi 
DNK. Slednji mehanizem  je deden.  
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Slika 10: Mehanizmi, ki zmanjšujejo učinkovitost popravljanja DNK in omogočajo povečanje števila 
mutacij v stresnih razmerah (Kivisaar, 2003: 817). 
 
Figure 10: Mechanisms, which are decreasing DNA repair mechanisms efficiency and are responsible for 
increasing of mutation rate in stress (Kivisaar, 2003: 817). 
 
2.3.4 Dosedanja spoznanja o pojavu GASP 
 
Pri testiranju pojava GASP se poslužujemo mešanih kultur, kjer je stara kultura v 
manjšini (na primer 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 volumskega razmerja), kultura, ki je 
komaj dosegla stacionarni fazo (mlada kultura) pa je v presežku. Pri tem imamo več 
možnih izidov (slika 11). Če stara kultura popolnoma preraste mlajšo, temu pravimo 
močni GASP (razred 1, slika 11a). Razred 2  (slika 11b) fenotipa GASP pomeni, da obe 
kulturi sobivata v približno enakem številu. Pravimo mu tudi šibki GASP. V razredu 3 
(slika 11c) manjšina celic sicer poveča svoje število, medtem ko ga mlada kultura 
zmanjša in kulturi nekaj časa sobivata, vendar stara kultura sčasoma izumre, zato mu 
pravimo spodleteli GASP. Razred 4 (slika 11d), ko stara kultura nima prednosti pred 
mlajšo, pa pomeni, da ni prišlo do pojava GASP (Bačun-Družina in sod., 2011; Finkel, 
2006). 
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Slika 11: Štirje možni izidi poskusa GASP. V mešani kulturi starih celic (rdeča črta) in mladih (zelena) 
lahko dobimo močni fenotip GASP (a, razred 1), šibki GASP (b, razred 2), spodleteli GASP (c, razred 3) 
ali pa ne dobimo fenotipa GASP (d, razred 4) (Finkel, 2006: 116). 
 
Figure 11: Four possible outcomes of GASP experiment. In mixed culture of aged culture (red line) and 
young culture (green line) we can get strong GASP phenotype (a, Class 1), weak GASP (b, Class 2), 
abortive GASP (c, Class 3) or no GASP phenotype (d, Class 4) (Finkel, 2006: 116). 
 
V tipičnem poskusu GASP skupaj kultiviramo celice, pridobljene iz kulture v pozni 
stacionarni fazi, in celice iz zgodnje stacionarne faze. Pri tem inokuliramo bistveno 
manj (1:100, 1:1000 ali 1:10000) celic stare bakterijske kulture kot celic mlajše kulture 
(v začetku stacionarne faze). Kadar stara kultura preraste mlajšo ali kulturi sobivata, 
kljub številčno slabšemu položaju stare kulture, lahko govorimo o pojavu GASP. Ta je 
posledica mutantov, ki nastanejo v stacionarni fazi in imajo prednosti rasti v razmerah 
stradanja. Tovrsten pojav je že precej raziskan pri po Gramu negativnih vrstah. Največ 
raziskav je bilo narejenih pri vrsti E. coli (Farrell in Finkel, 2003; Finkel in Kolter,1999; 
Madan in sod., 2005; Rozen et al., 2009; Zambrano in sod., 1993; Zinser in sod., 2000). 
Sicer je pojav opisan tudi pri Enterobacter cloacae, Salmonella enterica, Shigella 
dysenteriae, Providencia stuartii (Martinez-Garcia in sod., 2003), Pseudomonas 
aureofaciens (Silby in sod., 2005), Pseudomonas putida (Tark in sod., 2005), Geobacter 
sulfurreducens (Helmus in sod., 2012), Vibrio  cholerae (Paul in sod., 2004), Vibrio 
fischeri (Petrun in Lostroh, 2013) in Xanthomonas oryzae (Rajeshwari in sod., 1997). 
Dokazan pa je pojav GASP tudi v mešanih kulturah E. coli in Salmonella enterica 
(Bacun-Druzina in sod., 2007). Veliko slabše je pojav o  GASP raziskan na po Gramu 
pozitivnih vrstah. Prednost rasti v stacionarni fazi so preverjali pri vrstah 
Mycobacterium smegmatis (Smeulders in sod., 1999), Listeria monocytogenes (Bruno 
in Freitag, 2011), Staphylococcus aureus, Bacillus globigii in Enterococcus faecalis 
(Finkel et al., 2000). Pri laktobacilih pa tega pojava do sedaj še niso proučevali.   
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Gojišča in raztopine 
 
3.1.1.1 Raztopine 
 
Pri pripravi gojišč in raztopin smo uporabljali izdelke proizvajalcev Sigma (Nemčija), 
Merck (Nemčija), Biolife (Italija) in Fluka (Švica).  
 
Seznam uporabljenih raztopin: 
 
 0,5 M EDTA 
V 1 litru dH2O smo raztopili 186,1 g Na2EDTA×2H2O. S peleti NaOH smo uravnali pH 
na 8,0 ali 9,5.  
 0,5 M Tris, pH 7,6 
V 1 litru dH2O smo raztopili 60,55 g Tris base. S HCl smo uravnali pH na 7,6. 
 TE pufer, pH 8 
Sestavljen je iz 20 mM Tris-HCl in 50 mM EDTA. 
 Pufer za protoplaste (PB) 
V 1 litru dH2O smo zatehtali 171,2 g saharoze, 1,6 g TRIS-HCl ter 4,1 g MgCl2×6H2O 
ter mu pH uravnali na 6,5. Za pripravo protoplast pufra brez saharoze smo zatehtali vse 
sestavine razen saharoze (Singhvi in sod., 2010). 
 10x TBE 
V 800 ml dH2O smo zatehtali 108 g Tris base, 55 g borove kisline in 7,5 g  
Na2EDTA×2H2O. Nato smo volumen uravnali na 1 liter. Če ostanejo neraztopljeni 
koščki, smo postavili raztopino v vročo kopel. 
 TAE 
Pripravili smo 50-kratno založno raztopino pufra. Za 1 liter smo zatehtali 242 g Tris 
base, kateremu smo dodali 57,1 ml ledocetne kisline ter 100 ml 0,5 M EDTA. 
 Agarozni gel 
Agarozo (Sigma, electrophoresis grade) smo zatehtali v 1x TAE pufer in raztopimo v 
mikrovalovni pečici. Preden gel vlijemo, mu dodamo 1µl barvila SybrSafe (Invitrogen) 
na 100 ml gela. 
 
3.1.1.2 Uporabljena gojišča 
 
Seznam uporabljenih gojišč: 
 
 Agar MRS  
V 1 litru dH2O smo raztopili 70,2 g mešanice agarja MRS, ki smo jo segrevali do vretja 
ter avtoklavirali pri 121 °C, 15 min. 
 Gojišče MRS 
V 1 litru dH2O smo raztopili 55,2 g mešanice MRS, ki smo jo segrevali do vretja ter za 
poskuse z nižjim pH uravnali na izbrano vrednost. Gojišče smo avtoklavirali pri 121 °C, 
15 min. 
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 Gojišče MML 
V 1 litru dH2O smo zatehtali 10 g kazein peptona, 5 g K2HPO4, 2 g amonijevega citrata, 
2 g natrijevega acetata, 0,1 g MgSO4x7H2O, 0,05 g MnSO4x4H2O ter 1 g Tween 80. 
Gojišče smo avtoklavirali na 121 °C, 15 min ter v ohlajeno gojišče dodali 4 g sterilne 
glukoze. 
 Agar Mueller Hinton + MRS 
V 1 litru dH2O smo zatehtali 34,2 g Mueller-Hinton agarja II ter 7,02 g agarja MRS. 
Mešanico smo segrevali do vretja ter ji umerili pH na 6,7. Agar smo avtoklavirali na 
121 °C, 15 minut. 
 Gojišče MRS-MOPS 
V 1 litru dH2O smo raztopili 55,2 g mešanice MRS, ki smo jo segrevali do vretja ter ji 
dodali še 0,2 M MOPS ter pH uravnali na 7. Gojišče smo avtoklavirali pri 121 °C, 15 
min. 
 Gojišče MRS z variacijami 
Za poskuse z različnimi viri sladkorjev smo pripravili MRS osnovo, ki je sestavljena iz 
10 g/l kazein peptona, 5 g/l kvasnega ekstrakta, 2 g/l K2HPO4, 1 g/l Tween 80, 5 g/l  
natrijevega acetata, 2 g/l amonijevega citrata, 0,2 g/l MgSO4x7H2O ter 0,05 g/l 
MnSO4x4H2O. Mešanico smo avtoklavirali na 121 °C, 15 min ter v ohlajeno dodali 
ustrezne sterilne raztopine sladkorjev rafinoza, laktoza, fruktoza ali glukoza (10 g/l).  
 Gojišče 2TY 
V 1 litru dH2O smo zmešali 16 g kazein peptona, 10 g kvasnega ekstrakta, 5 g NaCl in z 
NaOH uravnali pH na 7,0 (Sambrook in Russell, 2001). 
 Agar 2TY 
V 1 litru dH2O smo zmešali 16 g kazein peptona, 10 g kvasnega ekstrakta, 5 g NaCl in z 
NaOH uravnali pH na 7,0. Pred avtoklaviranjem smo mešanici dodali še 15 g/l agarja in 
avtoklavirali na 121 °C 20 min.  
 
3.1.2 Antibiotiki in indikatorji 
 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih antibiotikov in indikatorjev. 
 
Table 1: List of antibiotics and indicators used in our experiments. 
 
Antibiotik 
/indikator 
Proizvajalec Topilo Uporabljena 
koncentracija (μg/l) 
ampicilin Gentham Life 
Scences 
dH2O 100 
kanamicin  
monosulfat 
Fisher 
BioReagents 
dH2O 25 
kloramfenikol Sigma dH2O 180  
IPTG Acros Organics dH2O 10 
X-gal Sigma DMSO 30 
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3.1.3 Bakterijski sevi 
 
Preglednica 2:  Bakterijski sevi in njihove lastnosti. 
 
Table 2: Bacterial strains and their characteristics. 
 
vrsta sev izvor 
Lactobacillus plantarum KR6 Lastni izolat iz kisle repe (ta študija) 
Lactobacillus plantarum KR3 Lastni izolat iz kisle repe (ta študija) 
Lactobacillus plantarum M5 Mikrobne zbirka Laboratorija za 
tehnologijo antibiotikov, encimov, 
pribiotikov in starterskih kultur 
(Zagreb)−izolat iz sira 
Lactobacillus plantarum 299v Komercialni probiotik 
Lactobacillus plantarum B-4496 Mikrobna zbirka ARS (NRRL)−tipski 
sev (=ATCC 14917T)  
Lactobacillus plantarum SF9 Mikrobna zbirka Laboratorija za 
tehnologijo antibiotikov, encimov, 
pribiotikov in starterskih kultur (Zagreb) 
Enterococcus faecalis S1-17 Mikrobna zbirka Laboratorija za 
tehnologijo antibiotikov, encimov, 
pribiotikov in starterskih kultur (Zagreb) 
Escherichia coli K17   Mikrobna zbirka podjetja Acies bio 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Osamitev in ugotavljanje lastnosti novih sevov laktobacilov 
 
3.2.1.1 Osamitev novih sevov, gojenje in shranjevanje 
 
Nove seve smo pridobili iz tekočine kisle repe, kislega mleka ali kislega zelja. Serijske 
razredčitve v fiziološki raztopini smo nanesli na agar MRS in inkubirali za 48 ur pri 37 
°C v anaerobnih škatlah (Genbox, Biomerieux, Francija). Vse bele okrogle kolonije smo 
prečistili na gojišču MRS, posamezne kolonije pa precepili v tekoče gojišče MRS. 
Celice za shranjevanje smo pridobili s centrifugiranjem in resuspendiranjem usedline v 
bujonu MRS s 30 % glicerola. 
 
Za namnoževanje biomase smo kulture gojili pri 37 °C v tekočem gojišču MRS, v 
mikroaerofilnih razmerah, petrijeve plošče pa smo inkubirali v anaerobnih razmerah. 
Kulture smo shranjevali v bujonu MRS s 30 % glicerola pri -80 °C, za daljše obdobje, 
oziroma pri -20 °C, za krajše obdobje. 
 
3.2.1.2 Izolacija genomske DNK in določanje vrste s sekvenciranjem dela gena za 16S 
rRNK 
 
- Priprava elektrokompetentnih celic sevov E. coli DH10β 
Za pripravo elektrokompetentnih celic smo sev E.coli DH10β, shranjen pri temperaturi -
80 °C, nacepili na agarne plošče 2TY in inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. S 
posameznimi kolonijami smo inokulirali 7 ml gojišča 2TY in inkubirali s stresanjem 
preko noči pri temperaturi 37 °C (200 rpm). S tem inokulumom smo inokulirali 2 litrske 
Erlenmajerjeve steklenice s 400 ml gojišča 2TY (1 % inokulum). Celice smo gojili 2−3 
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ure s stresanjem (37 °C, 220 rpm). Celice so bile pripravljene, ko je OD600 dosegel 0,9. 
Takrat smo celice v kivetah postavili na led za 20 min in centrifugirali (4 °C, 4000 rpm, 
10 min). Po centrifugiranju smo celice dvakrat spirali z dH2O z 1 mM HEPES pH 7,0 in 
enkrat z 97,5 ml 10 % glicerolom z 1 mM HEPES pH 7,0 z vmesnim centrifugiranjem 
po vsakem koraku (4 °C, 4000 rpm, 10 min). Po zadnjem centrifugiranju so bile celice 
resuspendirane v 2,5 ml 10 % glicerola/1 mM HEPES pH 7,0. Tako pridobljeno 
raztopino celic smo razdelili v paralelke po 40 µl in jih shranili pri temperaturi -80 °C 
za nadaljnje poskuse. 
 
- izolacijo genomske DNK L. plantarum sevov 
Za izolacijo genomske DNK smo shranjene seve namnožili preko noči (16 ur) in 
inkubirali pri 37 °C v mikroaerofilnih razmerah. Nato smo sveže gojišče MRS 
inokulirali z 10 % prekonočne kulture ter jih gojili 5 ur pri 37 °C v mikroaerofilnih 
razmerah, da smo dobili celice v logaritemski fazi rasti. Celice smo izločili iz gojišča s 
centrifugiranjem. Genomsko DNK smo pridobili s pomočjo kompleta reagentov 
PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, ZDA). Izolacija je potekala v skladu z 
navodili izdelovalca kompleta, le da smo podaljšali inkubacijo z lizocimom na 45 min. 
Vsa spiranja smo opravili dvakrat. 
 
Del gena za 16S rRNK smo namnožili z verižno reakcijo s polimerazo (PCR), v kateri 
smo uporabili začetna oligonukleotida P1 (5'-GCGGCGTGCCTAATACATGC ) in P4 
(5'-ATCTACGCATTTCACCGCTAC) (Klijn in sod., 1991). Pomnožek PCR smo 
očistili s komercialnim kompletom reagentov Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 
System (Promega, ZDA). A-repi so bili dodani s polimerazo DreamTaq (30 μl 
očiščenega PCR-produkta, 5 μl PCR-pufra, 4 μl dNTP, 1 μl polimeraze DreamTaq 
(Thermo Scientific, ZDA), 72 °C, 30 min). Pomnožek PCR smo ponovno očistili. 
Očiščen produkt smo ligirali s kompletom TA Coloning (Invitrogen, ZDA) (2 μl PCR 
2.1 vektorja, 1 μl ligaze, 1 μl pufra za ligacijo, 6 μl očiščenega PCR-produkta, čez noč 
na 4° C) ter izvedli elektroporacijo s predpripravljenimi kompetentnimi celicami E. coli 
DH10β. 2 µl ligacijske reakcije smo dodali kompetentnim celicam, jih obdelali z 
elektroporacijo, zmešali z 1 ml gojišča 2TY ter inkubirali 45 min pri 37 °C. Celice smo 
izločili s centrifugiranjem (5000 rpm, 3 min), pri čemer smo 800 μl supernatanta 
zavrgli. Preostanek je bil resuspendiran in nacepljen na agar 2TY z X-gal, IPTG in 
kanamicinom (preglednica 1). Plošče z agarjem smo inkubirali čez noč pri 37 °C. Zrasle 
posamezne bele kolonije smo preko noči gojili pri 37 °C v tekočem gojišču 2TY z 
ampicilinom (preglednica 1). Plazmide smo izolirali iz kulture s pomočjo kompleta 
reagentov GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma, ZDA). Restrikcija je bila narejena 
z encimom EcoRI (Fast Digest, Thermo Scientfic, ZDA) in fragmenti, pregledani na 
agaroznem gelu (dolžina približno 700 bp). Po 6 fragmentov vsakega seva, ki so imeli 
pravo dolžino, smo poslali na sekvenciranje (Macrogen, Seoul, Korea). Pridobljena 
zaporedja smo s pomočjo orodja NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)  
primerjali z zaporedji v genski banki NCBI ter na podlagi tega ugotovili vrsto.  
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3.2.1.3 Primerjava sevov z gelsko elektroforezo v pulzirajočem polju (PFGE) 
 
Šest sevov L. plantarum smo gojili preko noči v gojišču MRS z 10 g/l glicina (0,1 % 
inokulum, 37 °C) in jim naslednji dan dodali kloramfenikol (preglednica 1) in inkubirali 
še dodatno uro pri 37 °C. Bakterijske celice smo izločili s pomočjo centrifugiranja in jih 
sprali s pufrom za protoplaste brez saharoze, v skladu s protokolom za pripravo 
protoplastov (Singhvi in sod., 2010). Naslednje spiranje je potekalo s pufrom za 
protoplaste s saharozo (PB). Usedlino s celicami smo resuspendirali v 500 µl PB ter 
prenesli 100 µl v 400 µl PB z dodanim lizocimom (10 mg/ml) in mutanolizinom (40 
U/ml). Celice smo inkubirali 2 uri pri 37 °C ter jim nato dodali 500 µl 2 % agaroze z 
nizkim tališčem (Biorad, ZDA). Z mešanico smo napolnili model za pripravo agaroznih 
blokov. Ko so se strdili, smo jih odstranili iz modela in prenesli v pufer za lizo (6 mM 
Tris-HCl, pH 7,6, 1 M NaCl, 0,5 M EDTA, 1 % natrijev lauril sarkozin, lizocim 5 
mg/ml) za 60 min pri 37 °C. Bloke smo nato dvakrat po 15 minut spirali s 50 mM 
EDTA (pH 9,5) in prenesli v pufer (25 mM EDTA, pH 9,5, 1 % natrijev lauril sarkozin) 
s proteinazo K (1 mg/ml). Po 24 urah inkubacije na 50 °C z rahlim mešanjem smo bloke 
sprali 4-krat po 30 min na ledu s TE-pufrom (pH 8). Bloke smo nato do uporabe hranili 
pri 4 °C v 0,5 M EDTA (pH 9,5). Pred restrikcijo smo jih 3-krat po 30 min na ledu 
spirali s sterilno ddH2O in nato še za 30 min na sobni temperaturi z restrikcijskim 
pufrom. Restrikcijo smo izvedli z restrikcijskim encimom SfiI (5 µl/blok, Thermo 
Scientific, ZDA). Fragmente DNK smo ločili v 1-odstotnem agaroznem gelu s Chef 
Mapper elektroforeznim sistemom (Biorad, ZDA). Elektroforeza je potekala 23 ur in 52 
min v 0,5-kratnem TBE-pufru na 14 °C. Začetni pulzni čas je bil 1,19 s in končni 63,80 
s. Po končani elektroforezi smo gel barvali 1 uro v TBE-pufru z dodanim barvilom za 
barvanje gelov (SaybrSafe, Invitrogen, ZDA). 
 
3.2.1.4 Odpornost proti antibiotikom 
 
Ugotavljali smo minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) antibiotikov ampicilin 
(AM), gentamicin (GM), kanamicin (KM), streptomicin (SM), eritromicin (EM), 
klindamicin (CM), kloramfenikol (CL), vankomicin (VA) in tetraciklin (TC), ki jih 
navajajo v smernicah EFSA za ugotavljanje občutljivosti bakterijskih sevov za 
antibiotike (2012). V vsako ploščo s polmerom 9 cm smo nalili 25 ml trdnega gojišča 
Mueller Hinton (90 %) + MRS (10 %). Plošče z agarjem smo dobro osušili ter nanesli 
prekonočne celice kultur, ki smo jih zbrali s centrifugiranjem in resuspendirali v 
fiziološki raztopini, da smo dosegli OD pri 600 nm okoli 0,3. Na vsako ploščo smo s 
sterilno vatirano palčko  nacepili 100 μl suspenzije ter na površino položili po en trak za 
gradientom antibiotikov E-Test® (BioMerieux, Francija) (slika 12). Plošče smo 
inkubirali 48 ur pri 37 °C v anaerobnih razmerah in rezultate interpretirali v skladu z 
navodili proizvajalca ter priporočili EFSA (2012). 
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Slika 12: Ugotavljanje antibiotične odpornosti s pomočjo E-test®-a. 
 
Figure 12: Antibiotic resistance determination with use of  E-test®. 
 
3.2.2 Stres, povezan s stacionarno fazo rasti 
 
3.2.2.1 Pridobitev kultur v stacionarni fazi rasti 
 
Vse seve smo nacepili v gojišče MML. Uporabili smo 2,5 % inokulum in jih gojili v 
mikroaerofilnih razmerah (tesno zaprta centrifugirka) pri 37 °C brez stresanja. Po 16, 23 
in 30 dneh od začetka inkubacije smo določili število preživelih bakterij s štetjem na 
ploščah ter shranili vzorec kulture za nadaljnje poskuse (slika 13). 
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Slika 13: Ugotavljanje števila preživelih bakterij L. plantarum (KE/ml) s štetjem KE na gojišču MRS. 
 
Figure 13: Determination of number of survived L. plantarum (CFU/ml) by plate counting on on MRS 
agar.  
 
3.2.2.2 Rast na različnih gojiščih 
 
Bakterijske kulture L. plantarum sevov KR3, KR6, M5, SF9, B-4496 in 299v smo gojili 
v gojišču z različnimi sladkorji ter rezultate rasti primerjali z rastjo v gojišču z glukozo 
(razmerje OD izbranega sladkorja z OD na glukozi po 8 urah rasti). Enako smo storili 
tudi za kulture istih sevov, ki so bile predhodno izpostavljene stresu zaradi dolgotrajne 
stacionarne faze, kjer smo testirali rast posameznih kolonij − pri čemer smo kulture 
dolgotrajne stacionarne faze nacepili do posameznih kolonij. V vsako od 96 vdolbin na 
sterilni mikrotitrski ploščici smo vnesli 190 µl gojišča (MRS z različni sladkorji) ter 10 
µl prekonočne kulture v gojišču MRS, ki smo jo predhodno centrifugirali ter 
resuspendirali v sterilni fiziološki raztopini (0,9-odstotni NaCl), da smo odstranili 
morebitne ostanke glukoze, ki je bila prisotna v gojišču MRS. Mikrotitrske ploščice 
smo inkubirali pri 37 °C ter merili absorbanco (A600) vsako uro do 8 ur od začetka 
inkubacije. Iz pridobljenih meritev smo izrisali rastne krivulje, ki smo jih primerjali z 
rastjo v gojišču z glukozo (kontrola).  
 
3.2.2.3 Postavitev GASP poskusov 
 
3.2.2.3.1 Poskusi z mešanimi kulturami laktobacilov in  E. coli 
  
Za ovrednotenje prednosti rasti v stacionarni fazi smo uporabili gojišče MML, v 
katerega smo inokulirali 1 % zamrznjene kulture (pridobljene iz dolgotrajne stacionarne 
faze ali divji tip) in inkubirali 24 ur pri 37 °C. Kulture smo nato združili v različnih 
razmerjih (1:1, 1:100, 1:1000 in 1:10.000). Tako pridobljene mešane kulture smo gojili 
pri 37 °C v mikroaerofilnih razmerah do 30 dni. Kadar smo želeli preprečiti neposredni 
stik med celicami različnih kultur, smo uporabili mikrotitrske ploščice s 6 vdolbinami, v 
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katere smo vstavili vstavke s polikarbonatno membrano. V notranjost vstavka smo 
vnesli po 3 ml  prve kulture, v spodnji del vdolbine pa drugo kulturo, v razmerjih kot je 
opisano zgoraj. Kot kontrole so bile uporabljene centrifugirke. Vzorčili smo v ustreznih 
intervalih ter s pomočjo štetja na ploščah ugotavljali število preživelih. Za laktobacile 
smo uporabili agar MRS, za E. coli K17 pa agar 2TY.  
 
3.2.2.3.2 Poskusi z mešanimi kulturami laktobacilov in E. faecalis 
 
Podobno kot v poskusih z E. coli smo tudi v poskusih pojava GASP v mešanih kulturah 
laktobacilov in E. faecalis S1-17 uporabili gojišče MML, v katerega smo inokulirali 1 
% zamrznjene kulture (pridobljene iz dolgotrajne stacionarne faze ali divji tip) in 
inkubirali 24 ur pri 37 °C. Seve smo nato združili v različnih razmerjih (1:1, 1:100, 
1:1000, 1:10.000 in 1:100.000). Mešane kulture smo gojili pri 37 °C v mikroaerofilnih 
razmerah do 30 dni. V ustreznih intervalih smo vzorčili in nacepljali na agar MRS z 
laktozo in X-gal (preglednica 1). E. faecalis S1-17 na ploščah zraste kot majhna bela 
kolonija, L. plantarum pa kot večja modra kolonija (slika 14). 
 
 
 
Slika 14: Primer izgleda kolonij L. plantarum (modre kolonije) in E. faecalis S1-17 (bele kolonije) na 
gojišču MRS z laktozo in X-gal. 
 
Figure 14: Example of appearance of L. plantarum colonies (blue colonies) and E. faecalis S1-17 (white 
colonies) on MRS medium with lactose and X-gal. 
 
3.2.2.4 Preživetje v simuliranih razmerah prebavil 
 
Zamrznjene kulture (divjega tipa ali kulture iz bakterij, odvzetih v dolgotrajni 
stacionarni fazi rasti) smo nacepili v gojišče MRS (1 % inokulum) in jih gojili preko 
noči. Prekonočno kulturo smo centrifugirali in resuspendirali v 2 ml sterilne fiziološke 
raztopine. V 9,5 ml simuliranega želodčnega soka (125 mM NaCl, 7 mM KCl, 45 mM 
NaHCO3), pripravljenega kot opisano v Fernandez in sod. (2003), s pH 2,4, smo dodali 
0,5 ml suspenzije bakterij. Gojili smo pri 37 °C in vzorčili vsakih 90 min ter serijske 
razredčitve nacepljali na agar MRS. Po 180 minutah smo simuliran želodčni sok 
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zamenjali s simuliranim črevesnim sokom, ki je imel pH 8, vseboval pa tudi 0,1 % 
pankreatina in različne koncentracije žolča (0,1 do 0,3 %). Kot kontrolo smo uporabili 
sterilno fiziološko raztopino. 
 
3.2.3 Odpornost proti nizkim vrednostim pH 
 
3.2.3.1 Testiranje odpornosti proti nizkim vrednostim pH  
 
Glede na rezultate odpornosti proti antibiotikom, rasti na različnih sladkorjih in 
sekvenciranja, smo poskuse, povezane s kislim pH, nadaljevali samo z dvema sevoma, 
ki sta pokazala najbolj obetavne probiotične lastnosti, in sicer L. plantarum KR6 in M5.  
 
Za testiranje odpornosti proti kislemu pH smo prekonočne kulture centrifugirali, sprali s 
sterilno fiziološko raztopino in alikvote kultur inkubirali v pufru (125 mM NaCl, 45 
mM NaHCO3, 7 mM KCl) s pH, uravnanim s 3 M HCl na vrednosti 2,1 do 2,6. Kot 
kontrolo smo uporabili sterilno fiziološko raztopino. Število (KE/ml) smo ugotavljali v 
vzorcih, odvzetih po 1,5 in 3 urah, s štetjem na ploščah. Plošče smo inkubirali pri 37 °C 
za 48 h, v anaerobnih razmerah.  
 
3.2.3.2 Prilagoditev na kisel pH 
 
Za testiranje sposobnosti prilagoditve sevov na kisel pH smo uporabili 5-odstotni 
inokulum prekonočne kulture v gojišču MRS-MOPS. Seva smo gojili do pozne 
logaritemske faze (6 h, 37 °C) z vmesnim uravnavanjem pH z 12,5-odstotnim 
amonijevim hidroksidom. Gojišče smo nato odstranili s centrifugiranjem, sprali s 
sterilno fiziološko raztopino ter alikvote resuspendirali v gojišču MRS z različnim pH 
od 2 do 7 (uravnano s HCl), v katerem smo seve inkubirali 30 min. Sledilo je ponovno 
spiranje in inkubacija v gojišču MRS s pH 2. Vzorčili smo vsakih 30 min ter ugotavljali 
število kolonijskih enot (KE/ml). 
 
3.2.3.3 Izolacija RNK, obdelava z DNazo in prepis v cDNA 
 
Za izolacijo RNK smo izvedli poskus prilagoditve na kisel pH. Kulture sevov M5 in 
KR6 smo gojili v gojišču MRS-MOPS (5 % inokulum prekonočne kulture) pri 37 °C 6 
ur z uravnavanjem pH na 7, z 12,5 % amonijevim hidroksidom. Po 6 urah smo kulturo 
razdelili na 3 dele, sprali s sterilno fiziološko raztopino ter resuspendirali v gojišču 
MRS z različnimi pH (pH 7, 4,5 ter 2,5 za KR6 ter  pH 7, 5 ter 2,5 za M5). Vzorci za 
izolacijo RNK so bili odvzeti ob času 0 ter po 30 min inkubacije pri različnih vrednostih 
pH.  
 
1,5 ml celične kulture smo prenesli v mikrocentrifugirke s 800 mg cirkonijevih kroglic 
(premer 0,1 mm) ter centrifugirali (30.000 rpm, 1 min). Pelet s cirkonijevimi kroglicami 
smo nato takoj resuspendirali v 1 ml Trizola (Ambion, ZDA) in razbili celice s 
stresalnikom s kroglicami (ang. »bead beater«) (3-krat po 60 s z vmesnimi inkubacijami 
na ledu po 5 min). Homogenizirano mešanico smo centrifugirali ter supernatant prenesli 
v MaXtract mikrocentrifugirke (Qiagen, Nemčija) skupaj z 200 μl kloroforma, rahlo 
premešali ter inkubirali 3 min na sobni temperaturi ter 3 min na ledu. Po centrifugiranju 
smo preneseli zgornjo vodno fazo v svežo mikrocentrifugirko ter ji dodali etanol (55 % 
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v/v) in mešanico prenesli v RNeasy kolono iz kompleta (Qiagen, Nemčija), navodilom 
katerega smo sledili v naslednjih korakih. Koncentracija in čistost izolirane RNK smo 
preverili z meritvijo absorbance 260/280 nm (NanoVue spektrofotometer, VB). Sledila 
je obdelava z DNazo s kompletom reagentov Turbo DNA-free (Ambion, ZDA) ter 
cDNK sinteza s kompletom  RevertAid H Minus First Strand cDNA Syntesis (Thermo 
Scientific, ZDA). 
 
3.2.3.4 PCR v realnem času (qPCR) 
 
Vsaka analiza z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (qPCR) je bila izvedena v 
20 μl reakcijski mešanici sestavljeni iz 10 μl SYBR Green Master Mix (Thermo 
Scientific, ZDA), 3 μl vode brez nukleaz, 1μl vsakega začetnega oligonukleotida (10 
μM, preglednica 3) in 5 μl cDNK (1 ng/μl). Negativne kontrole brez cDNK so bile 
dodane v vsaki seriji za vse pare začetnih oligonukleotidov. Prav tako smo preverili 
uspešnost obdelave z DNAzo ter izvedli reakcije z referenčnim genom na vzorcih RNK 
po obdelavi z DNAzo. Vsak cikel qPCR je bil sestavljen, kot je opisano v preglednici 4. 
Relativno izražanje genov smo izračunali po metodi 2-ΔΔCt (Livak in Schimittgen, 2001) 
z normalizacijo na pH 7 ter uporabo referenčnega gena gapB .     
 
Preglednica 3: Seznam začetnih oligonukleotidov za vrsto L. plantarum (Duary in sod., 2010), 
uporabljenih v reakcijah qPCR. 
 
Table 3: List of primers used in qPCR reaction for L. plantarum species (Duary et al., 2010). 
 
Tarčni gen Ime začetnega 
oligonukleotida  
Nukleotidno zaporedje Velikost 
produkta 
PCR (bp) 
gliceraldehid-3-fosfat 
dehidrognaza 
gapB gapB_147_F actgaattagttgctatcttagac 147 
gapB_147_R gaaagtagtaccgataacatcaga 
F0F1-ATP sintaza 
podenota alfa 
atpA atpA_110_F ccaggtcgtgaagcttatcc 110 
atpA_110_R ggtaaggccgtcattgaacc 
ciklopropan maščobno-
acil-fosfolipidna sintaza 
cfa1 cfa1_150_F acgacctgttgttcgacctg 150 
cfa1_150_R agggggctatatcccaaatg 
malat dehidrogenaza mleS mleS_140_F acaaggtctcagcgttcagc 140 
mleS_140_R gactgggattccagctgatg 
histidinol dehidrogenaza hisD hisD_150_F tgaaccactcggtgactacg 150 
hisD_150_R ggagcttccttagccaaagc 
 
Preglednica 4: Reakcijski parametri za qPCR. 
 
Table 4: qPCR thermal cycling conditions. 
 
Protokol  Temperatura (°C) Čas  
Začetni koraki Začetna denaturacija 50 2  min 
95 10 min 
40 ciklov Denaturacija 95 30 s 
Prileganje 54 30 s 
Podaljševanje 72 40 s 
Program talilne 
krivulje 
 95 1 min 
55 30 s 
95 30 s 
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3.2.3.5 Ugotavljanje živosti in integritete celične membrane 
 
Za preverjanje živosti in integritete bakterijske membrane smo izvedli poskus 
prilagoditve na kisel pH. Kulture sevov M5 in KR6 smo gojili v gojišču MRS-MOPS (5 
% inokulum prekonočne kulture) pri 37 °C z uravnavanjem pH na 7 z 12,5 % 
amonijevim hidroksidom. Po šestih urah smo kulturo razdelili na 3 dele, sprali s sterilno 
fiziološko raztopino ter resuspendirali v gojišču MRS z različnimi pH (pH 7, 4,5 ter 2,5 
za KR6 ter  pH 7, 5 ter 2,5 za M5). Po 30 minutah izpostavitve smo vzeli po 500 μl 
vzorcev za barvanje, sprali s fiziološko ter pelet resuspendirali v 2 ml sterilne fiziološke 
raztopine. V vdolbine na mikrotitrski ploščici smo nanesli po 100 μl kulture ter 100 μl 
barvila Live/Dead® BaclightTM (Bacterial Viability Kit, Molecular Probes, ZDA). 
 
Za umeritveno krivuljo smo uporabili po 1 ml vzorca kulture po 6 urah gojenja v 
gojišču MRS-MOPS. Vzorec smo centrifugirali in pelet resuspendirali v 200 µl sterilne 
fiziološke raztopine. 100 µl vzorca smo dodali k 900 µl sterilne fiziološke raztopine ter 
preostalih 100 µl k 900 µl 70-odstotnega izopropanola. Obe alikvoti smo 1 uro 
inkubirali na sobni temperaturi z občasnim mešanjem. Vzorce smo nato centrifugirali in 
2-krat sprali s sterilno fiziološko raztopino. Po zadnjem centrifugiranju smo pelet 
resuspendirali v 2 ml sterilne fiziološke raztopine. Iz alikvot smo pripravili vzorce z 
različnim razmerjem (0, 10, 50, 90 in 100 %) živih (inkubiranih v fiziološki raztopini) 
in mrtvih celic (inaktiviranih v izopropanolu). V vdolbine na mikrotitrski ploščici smo 
nanesli po 100 µl vzorca in 100 µl barvila Live/Dead® BaclightTM (Bacterial Viability 
Kit, Molecular Probes, ZDA). Mešanico smo inkubirali 15 min v temi na sobni 
temperaturi. Eksitacija je potekala pri 485 nm, emisija pa pri 530 nm in 630 nm (Tecan 
Safire 2, Švica). 
 
Komplet Live/Dead® BaclightTM (Bacterial Viability Kit, Molecular Probes, ZDA) 
vsebuje barvili SYTO®9 in propidijev jodid. SYTO®9 lahko vstopi v vse bakterijske 
celice in se veže na nukleinske kisline, pri čemer oddaja zeleno fluorescenco. Propidijev 
jodid pa lahko vstopi le v celice s poškodovano membrano, kjer se prav tako veže na 
nukleinske kisline, pri čemer oddaja rdečo fluorescenco. Pri uporabi mešanice obeh 
barvil nepoškodovane bakterije oddajajo zeleno fluorescenco, poškodovane pa rdečo 
(Molecular Probes, 2004). 
 
Za izris umeritvene krivulje smo izračunali razmerje med zeleno in rdečo emisijo istega 
vzorca. Dobiti moramo linearno umeritveno krivuljo (slika 15). Živost bakterij v 
tretiranih vzorcih pa smo dobili z odčitavanjem z umeritvene krivulje. 
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Slika 15: Primer umeritvene krivulje, ki jo dobimo s fluorescenčno spektroskopijo (Molecular Probes, 
2004: 4). 
 
Figure 15: Example of standard curve drawn from fluorescence spectroscopy measurements (Molecular 
Probes, 2004: 4). 
 
3.2.4 Poskusi za ugotavljanje navzkrižne odpornosti 
 
3.2.4.1 Odpornost proti žolčnim solem ob prilagoditvi na nizek pH 
 
Prekonočno kulturo sevov M5 in KR6 smo precepili (5 % inokulum) v gojišče MRS-
MOPS ter gojili na 37 °C 6 ur, z uravnavanjem pH na 7. Sledila je 30-minutna 
izpostavitev subletalnim vrednostim pH, ki sta bili določeni v predhodnem poskusu. Za 
sev M5 smo uporabili pH 5 ter za sev KR6 pH 4,5, kot kontrolo pa pri obeh sevih pH 7. 
Celice smo sprali s sterilno fiziološko raztopino ter jih razdelili v alikvote, ki smo jih 
izpostavili žolčnim solem (koncentracije 0 do 0,3 %) za 2 uri z vmesnimi vzorčenji za 
določanje KE/ml. 
 
3.2.4.2 Preživetje v simuliranih razmerah prebavil ob prilagoditvi na nizek pH 
 
Kulture sevov L. plantarum v gojišču MRS smo precepili v gojišče MRS-MOPS (0,2 % 
inokulum) in jih gojili preko noči na 37 °C. Kulturam smo uravnali pH na 7 z 12,5 % 
amonijevim hidroksidom in inkubirali še dodatno 1 uro. Kulture smo centrifugirali in 
celice resuspendirali v simuliranem želodčnem soku s pH 2,4, 3 ali 7 (kontrola). Pufer je 
bil pripravljen, kot je opisano v Fernandez in sod. (2003). Po 3-urni inkubaciji pri 37 °C 
smo gojišče zamenjali s simuliranim črevesnim sokom, ki je vseboval 0,3 % žolčnih soli 
ter 0,1 % pankreatina in imel pH 8. Inkubirali smo še dodatne 3 ure. Število preživelih 
bakterij (KE/ml) smo ugotavljali s štetjem na ploščah na gojišču MRS.  
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3.2.4.3 Ugotavljanje preživetja liofilizacije ob prilagoditvi na nizek pH 
 
Prekonočno kulturo sevov M5 in KR6 smo precepili (5 % inokulum) v MRS-MOPS 
gojišče ter gojili na 37 °C 6 ur z uravnavanjem pH na 7. Sledila je 30-minutna 
izpostavitev subletalnim vrednostim pH, ki sta bili določeni v predhodnem poskusu. Za 
sev M5 smo uporabili pH 5 ter za sev KR6 pH 4,5, kot kontrolo pa pH 7 pri obeh sevih. 
Celice smo sprali s sterilno fiziološko raztopino ter razdelili v alikvote po 7 ml, 
centrifugirali in resuspendirali v 1 ml ustreznega lioprotektanta (fiziološka raztopina,  
10-odstotni inulin, 10-odstotno posneto mleko, 10-odstotni glicerol). Kulture smo nato 
zamrznili pri -80 °C za kratek čas (45 min) in liofilizirali čez noč (Christ Alpha 1-2 
LDplus, Germany). Število preživelih celic smo ugotavljali pred zamrzovanjem ter po 
liofilizaciji. Preživetje liofilizacije smo ugotavljali tako, da smo v 1 ml MRS 
resuspendirali liofilizirano kulturo, rehidrirali 15 min in nacepili na plošče za štetje. 
 
3.2.4.4 Ugotavljanje preživetja nizkih temperatur ob prilagoditvi na nizek pH 
 
Prekonočno kulturo sevov M5 in KR6 smo precepili (5 % inokulum) v gojišče MRS-
MOPS ter gojili pri 37 °C 6 ur z uravnavanjem pH na 7. Sledila je 30-minutna 
izpostavitev subletalnim vrednostim pH, ki sta bili določeni v predhodnem poskusu. Za 
sev M5 smo uporabili pH 5 ter za sev KR6 pH 4,5, kot kontrolo pa pH 7 za oba seva. 
Celice smo sprali s sterilno fiziološko raztopino ter pelet resuspendirali v MRS s 30 % 
glicerola, kot kontrolo pa smo uporabili samo gojišče MRS (na 10 ml centrifugirane 
kulture dodamo 3 ml zaščitnega sredstva). Vzorčili smo pred izpostavitvijo nizkim 
temperaturam ter vsakih nekaj dni med inkubacijo na 4 °C. 
 
3.2.4.5 Ugotavljanje odpornosti proti vodikovemu peroksidu ob prilagoditvi na nizek 
pH 
 
Prekonočno kulturo sevov M5 in KR6 smo precepili (5 % inokulum) v gojišče MRS-
MOPS ter gojili na 37 °C 6 ur z uravnavanjem pH na 7. Sledila je 30-minutna 
izpostavitev subletalnim vrednostim pH, ki sta bili določeni v predhodnem poskusu. Za 
sev M5 smo uporabili pH 5 ter za sev KR6 pH 4,5 kot kontrolo pa pH 7 za oba seva. 
Celice smo sprali s sterilno fiziološko raztopino ter pelet resuspendirali v enakem 
volumnu gojišča MRS z dodanim vodikovim peroksidom (0, 0,1 ali 0,2 %). Vzorčili 
smo ob času 0, 15 ter 30 minut, ter določili KE/ml. 
 
3.2.5 Statistična obdelava rezultatov 
 
Vsi rezultati so prikazani kot povprečje vsaj dveh neodvisnih poskusov v dveh 
paralelkah. Za ugotavljanje statistično značilnih razlik med povprečji dveh skupin 
vzorcev (n=6) smo uporabili Studentov t-test . Za statistično značilno razliko smo vzeli 
p-vrednost<0,05. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 IZBOR, KARAKTERIZACIJA IN PRIMERJAVA SEVOV LACTOBACILLUS 
PLANTARUM 
 
4.1.1 Določanje vrste pri sevih L. plantarum KR3 in L. plantarum KR6 
 
Seva L. plantarum KR3 in L. plantarum KR6 smo pridobili v okviru širšega projekta, v 
katerem smo osamili večje število sevov mlečnokislinskih bakterij iz kisle repe, zelja in 
kislega mleka. Sevoma KR3 in KR6 smo določili vrsto s pomnoževanjem in 
sekvenciranjem gena za 16S rRNK. Analiza pridobljenih zaporedij z algoritmom 
BLASTn je pokazala najboljše ujemanje (99 % identičnost) z zaporedjem gena za 16S 
rRNK iz seva L. plantarum WCFS1. Poravnava zaporedij 16S RNK iz sevov KR3, KR6 
in L. plantarum WCFS1 je prikazana na sliki 16. Opazili smo, da se pojavljajo različice 
zaporedij, kar je najverjetneje povezano z razlikami med posameznimi kopijami gena za 
16S rRNK v genomu. Tudi referenčni sev L. plantarum WCFS1 z znanim genomom 
ima 5 kopij rRNK genov z dvema razlikama v nukleotidnem zaporedju (Coenye in 
Vandamme, 2003). 
 
KR3a        TTGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATC 
KR3b        TTGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATC 
KR6a        TGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATC 
KR6b        TTGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATC 
WCFS1a      TGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATC 
WCFS1b      TGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATC 
            * ********************************************************** 
 
KR3a        ATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAA 
KR3b        ATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAA 
KR6a        ATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAA 
KR6b        ATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAA 
WCFS1a      ATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAA 
WCFS1b      ATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAA 
            ************************************************************ 
 
KR3a        GCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTC 
KR3b        GCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTC 
KR6a        GCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTC 
KR6b        GCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTC 
WCFS1a      GCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTC 
WCFS1b      GCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTC 
            ************************************************************ 
 
KR3a        CGAGCTTGAAAGATGGCTTCAGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGA 
KR3b        CGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGA 
KR6a        CGAG-TTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGA 
KR6b        CGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGA 
WCFS1a      CGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGA 
WCFS1b      CGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGA 
            **** *************** *************************************** 
 
KR3a        TGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC 
KR3b        TGGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC 
KR6a        TGGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC 
KR6b        TGGTGAGGCAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC 
WCFS1a      TGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC 
WCFS1b      TGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC 
            ***** ** *************************************************** 
 
 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje slike 16 
 
KR3a        ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC 
KR3b        ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC 
KR6a        ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC 
KR6b        ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC 
WCFS1a      ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC 
WCFS1b      ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC 
            ************************************************************ 
 
KR3a        AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA 
KR3b        AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA 
KR6a        AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA 
KR6b        AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA 
WCFS1a      AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA 
WCFS1b      AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA 
            ************************************************************ 
 
KR3a        ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA 
KR3b        ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA 
KR6a        ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA 
KR6b        ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA 
WCFS1a      ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA 
WCFS1b      ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA 
            ************************************************************ 
 
KR3a        CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT 
KR3b        CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT 
KR6a        CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT 
KR6b        CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT 
WCFS1a      CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT 
WCFS1b      CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT 
            ************************************************************ 
 
KR3a        GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC 
KR3b        GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC 
KR6a        GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC 
KR6b        GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC 
WCFS1a      GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC 
WCFS1b      GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC 
            ************************************************************ 
 
KR3a        TTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA 
KR3b        TTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA 
KR6a        TTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA 
KR6b        TTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA 
WCFS1a      TTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA 
WCFS1b      TTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA 
            ************************************ 
 
Slika 16: Poravnava delnih 16S rRNK-sekvenc sevov KR3 in KR6 s sekvencama iz referenčnega genoma 
seva L. plantarum WCFS1 (Clustal Omega). Z barvami so prikazane razlike med zaporedji. 
 
Figure 16: Alignment of partial 16S rRNK sequences of strains KR3 and KR6 with two 16S rRNK 
sequences from reference genome of L. plantarum WCFS1 (Clustal Omega). Differences between 
sequences are shown in colours. 
4.1.2 Primerjava makrorestrikcijskih profilov različnih sevov L. plantarum z 
metodo PFGE 
 
Preden smo začeli z drugimi poskusi, smo različne seve primerjali med seboj, da bi 
videli, kako so si podobni na genetskem nivoju. Restrikcija genomske DNK z encimom 
SfiI je pokazala zelo različne makrorestrikcijske vzorce šestih izbranih sevov (slika 17). 
Seva KR3 in KR6 se zelo razlikujeta od preostalih sevov L. plantarum, saj imata 
najmanjše število lis velikih dolžin. Največ podobnosti smo opazili med sevoma M5 in 
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299v, vendar tudi slednja nista identična. Iz rezultatov lahko sklepamo, da je vseh 6 
sevov zelo različnih tudi na genetskem nivoju.  
 
 
 
Slika 17: Makrorestrikcijski  profil PFGE izbranih sevov L. plantarum po restikciji s SfiI. Sevi so 
označeni z imeni 1-KR3, 2-KR6, 3-M5, 4-SF9, 5-B-4496, 6-299v. Na skrajni levi in desni strani vidimo 
standardno velikostno lestvico DNK. 
 
Figure 17: PFGE macrorestriction profile of selected L. plantarum strains after restriction with SfiI. 
Strains are labeled 1-KR3, 2-KR6, 3-M5, 4-SF9, 5-B-4496 and 6-299v. On the left and right side of the 
gel is standard DNA ladder. 
4.1.3 Sposobnost rasti izbranih sevov L. plantarum na različnih sladkorjih kot 
glavnih virih ogljika 
 
Primerjavo šestih izbranih sevov smo v naslednjem koraku izvedli tudi na 
biokemijskem nivoju, tako da smo preverili profil rasti v prisotnosti štirih različnih 
sladkorjev (glukoza, fruktoza, rafinoza in laktoza) kot glavnih virov ogljika. Seve smo 
gojili v variantah tekočega gojišča MRS, pri čemer smo glukozo zamenjali z enim od 
naštetih sladkorjev. Med izbranimi sevi L. plantarum smo opazili veliko variabilnost, 
zlasti v hitrosti rasti na rafinozi kot glavnem viru ogljika v gojišču (slika 18). 
 
Poleg tega je primerjava rastnih krivulj pokazala, da sev KR3 v vseh gojiščih raste 
najpočasneje. Tudi v gojišču z glukozo po osmih urah ni dosegel stacionarne faze rasti, 
za razliko od ostalih sevov (slika 18A). Sev KR6 lahko zelo učinkovito porablja vse 
testirane sladkorje (slika 18B), medtem ko seva M5 in SF9 rasteta relativno hitro na 
glukozi, fruktozi in laktozi, veliko manj učinkovito pa porabljata rafinozo (slika 18C, 
D). Rast seva B-4496 je hitra v prisotnosti glukoze, poraba ostalih sladkorjev pa je manj 
učinkovita (slika 18E). Zanimivo je, da komercialni sev L. plantarum 299v sploh ni 
sposoben izkoriščati rafinoze, saj je ostala krivulja rasti tekom 8 ur gojenja enaka kot v 
gojišču brez dodanega sladkorja (slika 18F). 
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Slika 18: Krivulje rasti L. plantarum KR3 (A), KR6 (B), M5 (C), SF9 (D), B-4496 (E) in 299v (F) v 
gojišču brez sladkorja (črna), z glukozo (rdeča), fruktozo (zelena), rafinozo (oranžna) ali laktozo (modra). 
 
Figure 18: Growth curves of L. plantarum KR3 (A), KR6 (B), M5 (C), SF9 (D), B-4496 (E) and 299v (F) 
in media without sugar (black), with glucose (red), fructose (green), raffinose (orange) or lactose (blue). 
4.1.4 Odpornost izbranih sevov L. plantarum proti antibiotikom 
 
Eden izmed najpomembnejših kriterijev varnosti probiotičnih sevov je njihova 
odpornost proti antibiotikom, pomembnih za humano uporabo. V priporočilih Evropske 
agencije za varno hrano (EFSA) je navedenih 9 antibiotikov (ampicilin, vankomicin, 
gentamicin, kanamicin, streptomicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin in 
kloramfenikol), proti katerim probiotični sevi ne smejo biti odporni. Minimalne 
inhibitorne koncentracije (MIK) teh antibiotikov smo za izbrane seve L. plantarum 
ugotavljali na agarnih ploščah z uporabo t. i. E-testov (poglavje 3.2.1.4). Pri vseh 6 
izbranih sevih smo opazili odpornost proti vankomicinu, ki pa z vidika varnosti ni 
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problematična, saj je »intrinzična« za vse heterofermentativne in fakultativno 
heterofermentativne laktobacile, med katere spada tudi vrsta Lactobacillus plantarum 
(Tynkkynen in sod., 1998). Pri komercialnem sevu 299v smo opazili tudi odpornost 
proti kanamicinu. Odpornosti proučevanih sevov proti vsem ostalim antibiotikom 
(MIK) pa ne presega mejnih vredosti, določenih s strani EFSA (2012). 
 
Preglednica 5: Odpornost šestih izbranih sevov L .plantarum proti devetim antibiotikom, ugotovljena z E-
test®. 
 
Table 5: Susceptibility of six chosen L. plantarum strains to nine antimicrobial agenst determined by E-
test®. 
 
 
Antibiotik 
(testirana 
koncentracija) 
MIK (mg/l) 
KR3 KR6 M5 SF9 B-4496 299v MIK mejna 
vrednost* 
ampicilin (AM) 
(0.016-256) 
0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,25 2 
vankomicin 
(VA) (0.016-256) 
>256 >256 >256 >256 >256 >256 n.p. 
gentamicin 
(GM) (0.064-
1024) 
1,5 2 0,75 2 2 6 16 
kanamicin (KM) 
(0.016-256) 
32 64 32 35 64 >256 64 
streptomicin 
(SM) (0.064-
1024) 
48 64 24 24 64 64 n.p. 
eritromicin 
(EM) (0.016-256) 
1 0,25 0,5 1 0,5 0,5 1 
klindamicin 
(CM) (0.016-
256) 
2 0,38 0,016 0,25 0,25 1 2 
tetraciklin (TC) 
(0.016-256) 
10 24 8 12 12 6 32 
kloramfenikol 
(CL) (0.016-256) 
6 6 2 8 4 8 8 
* Mejne vrednosti MIK za odpornost  vrste Lactobacillus plantarum proti antibiotikom (EFSA, 2012); n. 
p. testiranje ni potrebno. MIK, večje od mejne MIK, kažejo na odpornost seva proti določenemu 
antibiotiku. 
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4.2 STRES STACIONARNE FAZE RASTI 
 
4.2.1 Sevi, pridobljeni v dolgotrajni stacionarni fazi 
 
Vseh šest izbranih sevov L. plantarum smo dolgo gojili v stacionarni fazi v gojišču 
MML, da bi pridobili kulture za nadaljnje poskuse. Divji tip sevov smo inokulirali in 
vzorčili po 16, 23 in 30 dneh od začetne inokulacije. Preživetje v dolgotrajni stacionarni 
fazi se je izkazalo za sevno specifično lastnost. Seva KR3 in 299v sta zelo dobro 
preživela do 30 dni v stacionarni fazi. Pri sevu SF9 se je število preživelih kolonij 
tekom inkubacije zmanjševalo, pri sevu KR6 po 30. dnevu nismo več zaznali preživelih 
bakterij, pri sevu M5 se je šele po 30 dneh gojenja v stacionarni fazi rasti pojavilo nekaj 
preživelih bakterij. Sev B-4496 pa inkubacije ni preživel (preglednica 6). 
 
Preglednica 6: Koncentracija bakterij (KE/ml), pridobljenih po dolgotrajni inkubaciji v  stacionarni fazi. 
 
Table 6: Concentration of bacteria (CFU/ml) gained in prolonged incubation in stationary phase. 
 
Sev Dolžina inkubacije (dni) 
16 23 30 
KR3 ++ +++ +++ 
KR6 ++ +++ - 
M5 - - + 
SF9 +++ ++ + 
B-4496 - - - 
299v +++ +++ +++ 
- manj kot 102 KE/ml,  + 102-103 KE/ml, ++ 103-104 KE/ml, +++ nad 104 KE/ml 
 
V nadaljnjih poskusih smo uporabili alikvote shranjenih kultur pridobljenih v 
stacionarni fazi rasti (poglavji 4.2.3 in 4.2.5), v drugih pa smo iz kultur dolgotrajne 
stacionarne faze osamili posamezne kolonije in jih primerjali med sabo (poglavji 4.2.2. 
in 4.2.4). 
 
4.2.2 Rast sevov iz dolgotrajne stacionarne faze na gojiščih z različnimi sladkorji 
kot glavnimi viri ogljika 
 
Ker smo opazili, da se 6 izbranih sevov L. plantarum med sabo razlikuje v sposobnosti 
rasti v prisotnosti različnih sladkorjev (poglavje 4.1.3), smo testirali tudi posamezne 
kolonije iz dolgotrajne stacionarne faze rasti in jih primerjali z divjim tipom sevov 
(poglavje 3.2.2.2). Primer takšnih rastnih krivulj je podan na sliki 19, kjer smo 
primerjali kulture iz 4 različnih kolonij iz dolgotrajne stacionarne faze z divjim tipom 
seva KR6. Opazili smo predvsem, da kulture iz kolonij istega seva, ki so bile 
izpostavljene dolgotrajni stacionarni fazi, rastejo počasneje (slika 19B). Rast na laktozi 
ali rafinozi je bila večinoma počasnejša (slika 19B, C). Različno rast kultur iz 
posameznih kolonij je mogoče razložiti s pojavljanjem različnih mutacij oziroma 
načinov prilagoditve na dolgotrajno stacionarno fazo. Tudi kulture iz bakterij, ki so bile 
enako dolgo izpostavljene dolgotrajni stacionarni fazi, so izkazale različne hitrosti rasti 
in sposobnost metabolizma sladkorjev (slika 19A, B). 
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Slika 19: Rast seva KR6 in kultur iz bakterijskih celic, izpostavljenih dolgotrajni stacionarni fazi, v 
različnih gojiščih (A = kultura iz izolirane kolonije, pridobljene po 16 dneh inkubacije, B = kultura iz 
izolirane kolonije, pridobljene po 16 dneh inkubacije, C = kultura iz izolirane kolonije, pridobljene po 23-
ih dneh inkubacije, D = kultura iz izolirane kolonije, pridobljene po 23 dneh inkubacije, E = wt, kultura, 
ki ni bila izpostavljena dolgotrajni stacionarni fazi rasti). 
 
Figure 19: Growth of the strain KR6 and of cultures obtained from bacterial cells exposed to prolonged 
stationary phase on different medias (A = culture from single bacteria obtained after 16 days of 
incubation, B = culture from single bacteria obtained after 16 days of incubation, C = culture from single 
bacteria obtained after 23 days of incubation, D = culture from single bacteria obtained after 16 days of 
incubation, E = wt, culture unexposed to stationary growth phase). 
 
Primerjava rasti kultur iz bakterij, izpostavljenih dolgotrajni stacionarni fazi, v 
prisotnosti različnih sladkorjev, je pri vseh izbranih sevih L. plantarum pokazala velike 
razlike (slika 20). Na sliki so prikazane relativne vrednosti, preračunane glede  na rast v 
gojišču z glukozo (poglavje 3.2.2.2). Tudi kulture iz bakterij, ki so bile izolirane iz 
kulture v stacionarni fazi rasti ob istem času (po 16, 23 ali 30 dneh), so izkazovale 
različno spodobnost rasti v prisotnosti posameznih virov sladkorjev. 
 
Pri sevu KR3 smo opazili, da so kulture iz bakterij, ki so bile odvzete po 30-dnevni 
inkubaciji v podaljšani stacionarni fazi, boljše rasle na gojišču brez sladkorjev v 
primerjavi z divjim tipom seva, slabše pa v gojišču z laktozo. Pri nekaterih kulturah pa 
se je izboljšala sposobnost rasti v gojišču z rafinozo (slika 20A). Pri sevu KR6 smo 
testirali največje število različnih kultur iz bakterij, odvzetih po dolgotrajni izpostavitvi 
stacionarni fazi, in prav tako opazili veliko raznolikost med njimi (slika 20B). Divji tip 
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seva je zelo dobro rasel v gojiščih z vsemi tremi različnimi sladkorji (fruktoza, rafinoza, 
laktoza) v primerjavi z originalnim gojiščem z glukozo, medtem ko so kulture iz 
bakterij iz stacionarne faze v nekaterih primerih izgubile to sposobnost. Pri skoraj vseh 
se je zmanjšala sposobnost rasti na fruktozi na 60 do 70 % v primerjavi z divjim tipom, 
ki raste enako hitro v prisotnosti fruktoze kot glukoze. Večjo raznolikost samo opazili v 
rasti v prisotnosti rafinoze in laktoze, kjer sposobnost rasti variira od 10 do 90 % glede 
na glukozo. Pri sevu SF9 smo opazili manjše raznolikosti v hitrosti rasti v prisotnosti 
fruktoze, ki je bila dobra (slika 20C), medtem ko je bila  rast v prisotnosti rafinoze in 
laktoze večinoma še slabša. Pri komercialnem sevu 299v smo opazili, da je po 
izpostavitvi dolgotrajni stacionarni fazi v nekaterih primerih pridobil sposobnost rasti v 
prisotnosti rafinoze (slika 20D), vendar izgubil sposobnost izkoriščanja laktoze, rast na 
fruktozi pa je ostaja dobra. Sev M5 je dolgotrajno stacionarno fazo preživel zelo slabo 
(poglavje 4.2.1), zato smo pridobili malo bakterij, ki so bile sposobne tvoriti kolonije, in 
to šele po 30 dneh. Ena izmed teh kultur je slabo rasla v prisotnosti vseh treh sladkorjev, 
medtem ko je druga enako dobro kot v prisotnosti sladkorjev rasla tudi v gojišču brez 
sladkorjev (slika 20E). 
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Slika 20: Sposobnost rasti L. plantarum KR3 (A), KR6 (B), SF9 (C), 299v (D) in M5 (E) v prisotnosti 
različnih sladkorjev. Prikazane so vrednosti deleža rasti (%), izračunanega iz primerjave OD v gojiščih z 
različnimi sladkorji z rastjo v gojišču z glukozo, po 8 urah inkubacije. Črni stolpci predstavljajo divji tip 
(kontrolo). Rast kultur iz bakterij iz 16 dni stare stacionarne kulture je prikazana s stolpiči modrih 
odtenkov, tistih iz 23 dni stare kulture z zelenimi odtenki in tistih iz 30 dni stare kulture z rdečimi 
odtenki.  
 
Figure 20: Growth of L. plantarum KR3 (A), KR6 (B), SF9 (C), 299v (D) and M5 (E) on medium with 
different sugars. Bars represent percent of growth (%), which is calculated by comparison of the OD in 
medium with different sugar composition with the growth on glucose, after 8 hours. Black bars represent 
wild type (controle). Different shades of blue represent cultures of bacteria from 16 days old stationary 
phase culture, green shades from 23 days and red shades from 30 days old stationary phase culture. 
 
4.2.3 Prednost rasti izbranih sevov L. plantarum pred E. coli in E. faecalis v 
stacionarni fazi - GASP 
 
V dolgotrajni stacionarni fazi rasti se dogajajo genomske modifikacije, s katerimi je 
povezan tudi pojav fenotipa prednosti rasti v stacionarni fazi ali GASP (ang. »growth 
advantage in stationary phase«). GASP je povezan s sposobnostjo dolgotrajno staranih 
kultur, da prerastejo mlajše kulture, kar se dokazuje s poskusi z mešanimi kulturami. Pri 
E. coli se tak fenotip GASP pojavi že po 10 dneh rasti v stacionarni fazi. Zanimalo nas 
je, ali so sevi L. plantarum sposobni prerasti druge vrste bakterij v mešanih kulturah. Za 
testiranja smo izbrali bakterijska seva  Escherichia coli K17 in  Enterococcus faecalis 
S1-17. 
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4.2.3.1 Mešane kulture seva Escherichia coli K17 in izbranih sevov L. plantarum 
 
Fenomen GASP je bil najbolj temeljito preučen na bakterijah vrste E. coli, tako v 
mešanih kulturah različnih sevov te bakterije kakor tudi z mešanimi kulturami E. coli in 
drugih vrst. Prednosti rasti v stacionarni fazi med sevi E. coli in laktobacili pa doslej še 
niso opisali. Zanimalo nas je, ali različni sevi L. plantarum kažejo fenotip GASP in 
kakšne so razlike med sevi. 
 
V vseh eksperimentih GASP smo testirali različne mešane kulture E. coli K17, stare 1 
dan, in izbranega seva L. plantarum, pri čemer je bila v mešanih kulturah ob inokulaciji 
koncentracija E. coli bistveno večja od koncentracije L. plantarum. Za eksperimente 
smo uporabili tako kulture L. plantarum iz celic, predhodno izpostavljenih dolgotrajni 
stacionarni fazi (poglavje 4.3.1), kot tudi divji tip testnih sevov. Zanimalo nas je, ali so 
kulture L. plantarum s predhodno izpostavitvijo dolgotrajni stacionarni fazi pridobile 
prednost rasti v primerjavi z E. coli v mešani kulturi. V nadaljevanju so podrobno 
opisani eksperimenti za detektiranje fenomena GASP z različnimi pari sevov. 
 
a) Mešane kulture E. coli K17: L. plantarum 299v 
 
Pri opazovanju morebitnega pojava GASP med sevoma L. plantarum 299v in E. coli 
K17 smo zato mešano kulturo inokulirali v različnih razmerjih izhodnih kultur. Če smo 
sočasno kultivirali obe vrsti v razmerju 1:1, je L. plantarum prerasel E. coli (slika 21A). 
Število E. coli K17 je namreč padlo pod mejo detekcije v 30 dneh sočasne kultivacije, 
medtem ko je L. plantarum 299v preživel v številu 106-107 KE/ml. Vendar se je s 
povečanjem razmerja v prid E. coli, trend prevlade L. plantarum 299v zmanjšal (slika 
21B, C, D) in pri razmerjih 1:100, 1:1000 ali 1:10000 je prišlo do sobivanja med 
sevoma. Število E. coli K17 se je tekom 30 dni sočasne kultivacije počasi zmanjševalo, 
medtem ko je sev 299v vzdrževal število celic med 106 in 107. Tudi v tem primeru se 
kot pri ostalih sevih pojavi sobivanje, čemur pravimo šibki GASP (slika 11, tip 2). Zelo 
podobne rezultate smo dobili, če smo namesto 30 dni stare kulture seva L. plantarum 
299v uporabili 1 dan staro kulturo. V razmerju 1:1 opazimo prevlado laktobacila le v 
enem alikvotu, v drugem pa se je število E. coli K17 hitreje zmanjševalo, kar je očitno 
vplivalo tudi na sev 299v, ki tudi hitreje odmiral (slika 21E). S povečevanjem razmerja 
v prid E. coli se prevlada laktobacila zmanjšuje, podobno kot pri mešani kulturi s 30 dni 
staro kulturo seva 299v (slika 21F, G, H). Če smo 1 dan in 30 dni stari kulturi L. 
plantarum 299v gojili kot čisti kulturi brez sočasne kultivacije, je število KE/ml padlo 
pod mejo detekcije med 20 in 30 dnevi gojenja (slika 21I). V čisti kulturi E. coli K17 je 
trend rasti ostal enak kot pri sočasnih kultivacijah z L. plantarum 299v, pri katerih je 
bilo razmerje ob inokulaciji vsaj 1:100 v prid E. coli K17 (slika 21J). 
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Nadaljevanje slike 21 
 
  
Slika 21: Rastne krivulje v mešanih kulturah sevov L. plantarum 299v in E. coli K17. Sočasne kultivacije 
30 dni stare kulture L. plantarum 299v in 1 dan stare kulture E. coli K17 so prikazane v različnih 
razmerjih na slikah z zelenimi in črnimi črtami od A do D (A = razmerje1:1, B = razmerje 1:100, C = 
razmerje 1:1000, D = razmerje 1:10.000). Sočasne kultivacije 1 dan stare kulture L. plantarum 299v in 1 
dan stare kulture  E. coli K17 so prikazane v različnih razmerjih na slikah z modrimi in črnimi črtami od 
E do H (E = razmerje1:1, F = razmerje 1:100, G = razmerje 1:1000, H = razmerje 1:10.000). Rast čistih 
kultur L. plantarum 299v, brez sočasne kultivacije, je prikazana na sliki I (zelena = 30 dni stare kulture, 
modra =1 dan stara kultura) ter E. coli K17 na sliki J. Meja detekcije je bila 100 KE/ml. 
 
Figure 21: Growth curves of mixed cultures of strain L. plantarum 299v and E. coli K17. Mixed 
cultivation of 30 days old culture of L. plantarum 299v and 1 day old culture of E. coli K17 in different 
ratios is shown on figures A-D with green and black lines (A = ratio 1:1, B = ratio 1:100, C = ratio 
1:1000, D = ratio 1:10.000). Mixed cultivation of 1 day old culture of L. plantarum 299v and 1 day old 
culture of E. coli K17 in different ratios is shown on figures E-H with blue and black lines (E = ratio 1:1, 
F = ratio 1:100, G = ratio 1:1000, H = ratio 1:10.000). Growth of the pure cultures, without cocultiation, 
is shown on figure I for L. plantarum 299v (green =30 days old culture, blue =1 day old culture) and E. 
coli K17 on figure J. Limit of detection was 100 CFU/ml. 
 
Tekom gojenja mešanih kultur sevov E. coli K17 in L. plantarum 299v smo spremljali 
tudi pH vrednost. Izkazalo se je, da so pH vrednosti mešanih kultur z 1 dan starim 
sevom 299v zelo podobne tistim s 30 dni starim sevom 299v (22A, B). Izkazalo se je, 
da ima čista kultura 299v precej nižji pH kot čista kultura E. coli K17 oziroma mešane 
kulture obeh sevov. Če je sev 299v gojen brez sočasne kultivacije, je že začetni pH 
blizu vrednosti 5,0, v nadaljnjem poteku kultivacije pa še dodatno pade. Začetni pH 
kultur v razmerju 1:1 je bil med 0,1−0,2 nižji od mešanih kultur z večjim deležem 
kulture E. coli K17, vendar se je tekom sočasne kultivacije dvignil na enako vrednost, 
kot so jo imele ostale mešane kulture in čista kultura E. coli K17.  
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Slika 22: Vrednost pH med kultivacijo mešanih kultur L. plantarum 299v in E. coli K17. Slika A 
prikazuje vrednost pH med sočasno kultivacijo 30 dni stare kulture L. plantarum 299v in 1 dan stare 
kulture E. coli K17 v različnih razmerjih v dveh alikvotih (črna = 1:1, modra = 1:100, zelena = 1:1000, 
vijolična = 1:10.000) ter vrednost pH med kultivacijo čistih kultur (rdeča = 299v, oranžna = K17). Slika 
B prikazuje vrednost pH med sočasno kultivacijo 1 dan stare kulture L. plantarum 299v (wt) in 1 dan 
stare kulture E. coli K17 v različnih razmerjih v dveh alikvotih (črna = 1:1, modra = 1:100, zelena = 
1:1000, vijolična = 1:10.000) ter vrednost pH med kultivacijo čistih kultur (rdeča = 299v, oranžna = 
K17). Vrednosti na sliki so povprečja dveh paralelk.  
 
Figure 22: pH values during cultivation of mixed cultures L. plantarum 299v and E. coli K17. Figure A 
shows pH values during mixed cultivation of 30 days old culture of L. plantarum 299v and 1 day old E. 
coli K17 in different ratios in two aliquots (black = 1:1, blue = 1:100, green = 1:1000, violet = 1:10.000) 
or pH values during cultivation of pure cultures (red = 299v, orange = K17). Figure B shows pH values 
during mixed cultivation of 1 day old culture of L. plantarum 299v and 1 day old E. coli K17 in different 
ratios in two aliquots (black = 1:1, blue = 1:100, green = 1:1000, violet = 1:10.000) or pH values during 
cultivation of pure cultures (red = 299v, orange = K17). Values on the picture represent mean value of 
two parallels. 
 
b) Mešana kultura E. coli K17: L. plantarum KR6 
 
Ko smo inokulirali mešano kulturo z 1 dan staro kulturo E. coli K17 in 23 dni staro 
kulturo L. plantarum KR6 v razmerju 1:1 (slika 23A), smo podobno kot pri sevu 299v 
opazili, da laktobacil preraste E. coli. Rezultat je neodvisen od starosti seva, saj enako 
prerast opazimo, tudi če je KR6 star 1 dan (23E). Če pa v mešanih kulturah razmerje 
KR6 in E. coli povečujemo v prid E. coli, opazimo sobivanje med sevoma (slika 23B, 
C, D, F, G, H). Če pa smo sev KR6 (wt in 23 dni staro kulturo) gojili v čistih kulturah, 
smo opazili velik upad števila in nihanja v KE/ml (slika 23I), česar pa pri E. coli ne 
opazimo (slika 23J), saj zelo dobro preživi tudi brez sočasne kultivacije.  
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Nadaljevanje slike 23 
 
 
Slika 23: Rastne krivulje mešanih kultur sevov L. plantarum KR6 in E. coli K17. Sočasna kultivacija 23 
dni stare kulture L. plantarum KR6 in 1 dan stare kulture E. coli K17 so prikazane v različnih razmerjih 
na slikah z zelenimi in črnimi črtami od A do D (A = razmerje 1:1, B = razmerje 1:100, C = razmerje 
1:1000, D = razmerje 1:10.000). Sočasna kultivacija 1 dan stare kulture L. plantarum KR6 in 1 dan stare 
kulture E. coli K17 so prikazane v različnih razmerjih na slikah z modrimi in črnimi črtami od E do H (E  
= razmerje1:1, F = razmerje 1:100, G = razmerje 1:1000, H = razmerje 1:10.000). Rast čistih kultur L. 
plantarum KR6, brez sočasne kultivacije, je prikazana na sliki I (zelena = 30 dni stare kulture, modra = 1 
dan stara kultura) ter E. coli K17 na sliki J. Meja detekcije je bila 100 KE/ml. 
 
Figure 23: Growth curves of mixed cultures of strain L. plantarum KR6 and E. coli K17. Mixed 
cultivation of 23 days old culture of L. plantarum KR6 and 1 day old culture of E. coli K17 in different 
ratios is shown on figures A-D with green and black lines (A = ratio 1:1, B = ratio 1:100, C = ratio 
1:1000, D = ratio 1:10.000). Mixed cultivation of 1 day old culture of L. plantarum KR6 and 1 day old 
culture of E. coli K17 in different ratios is shown on figures E−H with blue and black lines (E = ratio 1:1, 
F = ratio 1:100, G = ratio 1:1000, H = ratio 1:10.000). Growth of the pure cultures, without cocultiation, 
is shown on figure I for L. plantarum KR6 (green = 30 days old culture, blue = 1 day old culture) and E. 
coli K17 on figure J. Limit of detection was 100 CFU/ml. 
 
Tekom gojenja mešanih kultur sevov E. coli K17 in L. plantarum KR6 smo spremljali 
tudi vrednost pH. Izkazalo se je, da so vrednosti pH mešanih kultur z 1 dan starim 
sevom KR6 zelo podobne tistim s 23 dni starim sevom KR6 (24A, B), podobno kot pri 
sevu 299v. Izkazalo se je, da ima tudi čista kultura KR6 precej nižji pH kot čista kultura 
E. coli K17 oziroma mešane kulture obeh sevov, saj je že začetni pH čiste kulture nižji 
in ostane okrog vrednosti pH 5. Začetni pH kultur v razmerju 1:1 je bil za okrog 0,2 
nižji od ostalih mešanih kultur, vendar se je tekom sočasne kultivacije dvignil na enako 
vrednost, kot so jo imele ostale mešane kulture in čista kultura E. coli K17, okrog 
vrednosti pH 5,5. 
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Slika 24: Vrednost pH med kultivacijo mešanih kultur L. plantarum KR6  in E. coli K17. Slika A 
prikazuje vrednost pH med sočasno kultivacijo 23 dni stare kulture L. plantarum KR6 in 1 dan stare 
kulture E. coli K17 v različnih razmerjih v dveh alikvotih (črna = 1:1, modra = 1:100, zelena = 1:1000, 
vijolična = 1:10.000) ter vrednost pH med kultivacijo čistih kultur (rdeča = KR6, oranžna = K17). Slika B 
prikazuje vrednost pH med sočasno kultivacijo 1 dan stare kulture L. plantarum KR6 (wt) in 1 dan stare 
kulture E. coli K17 v različnih razmerjih v dveh alikvotih (črna = 1:1, modra = 1:100, zelena = 1:1000, 
vijolična = 1:10.000) ter vrednost pH med kultivacijo čistih kultur (rdeča = KR6, oranžna = K17). 
Vrednosti na sliki so povprečje dveh paralelk.  
 
Figure 24: pH values during cultivation of mixed cultures L. plantarum KR6 and E. coli K17. Figure A 
shows pH values during mixed cultivation of 23 days old culture of L. plantarum KR6 and 1 day old E. 
coli K17 in different ratios in two aliquots (black = 1:1, blue= 1:100, green = 1:1000, violet = 1:10.000) 
or pH values during cultivation of pure cultures (red = KR6, orange = K17). Figure B shows pH values 
during mixed cultivation of 1 day old culture of L. plantarum KR6 (wt) and 1 day old E. coli K17 in 
different ratios in two aliquots (black = 1:1, blue = 1:100, green = 1:1000, violet = 1:10.000) or pH values 
during cultivation of pure cultures (red = KR6, orange = K17). Values on the picture represent mean 
value of two parallels. 
 
Na primeru opaženega sobivanja L. plantarum KR6 z E. coli smo želeli ugotoviti, ali je 
za ta pojav potreben neposredni medsebojni kontakt celic obeh kultur ali pa lahko E. 
coli K17 pozitivno vpliva na rast L. plantarum že s svojim metabolizmom, ki 
predvidoma manj zakisa gojišče, hkrati pa bi lahko E. coli v gojišče izločala metabolite, 
ki bi lahko pozitivno vplivali na rast laktobacilov. V tem primeru neposreden kontakt ne 
bi bil potreben. Standardne poskuse smo izvajali v običajnih 50 ml centrifugirkah, za 
poskuse mešanih kultur, v katerih ne pride do stika obeh vrst celic, pa smo uporabili 
mikrotitrske ploščice z inserti, ki eno kulturo fizično ločijo od druge, vendar imajo 
membrano, skozi katero lahko prehajajo snovi (poglavje 3.2.2.3). 
 
Med sočasno kultivacijo sevov 1 dan stare kulture E. coli K17 in 23 dni stare kulture L. 
plantarum KR6, fizično ločenih z membrano, smo opazili hitrejše umiranje seva KR6 
(slika 25A, B), kot v primeru, ko med njima ni bilo fizične pregrade. Število KE seva 
KR6 je v tem primeru padlo pod mejo detekcije že po 20 dneh. Na število celic E. coli 
(KE/ml) fizično ločevanje sevov ni vplivalo. To kaže na spodleteli fenotip GASP (slika 
11, tip 3). V centrifugirkah, kjer seva nista fizično ločena, sobivata (slika 25C, D), 
čemur pravimo šibki GASP. Če smo E. coli inkubirali 30 dni brez KR6, je bilo 
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preživetje podobno v centrifugirkah in v mikrotitrskih ploščicah z membrano (slika 
25F), medtem ko je bilo odmiranje seva KR6 v centrifugirkah počasnejše (slika 25E).  
 
V enem od poskusov smo kulturo KR6 1. dan gojenja prenesli v izrabljeno gojišče, v 
katerem je predhodno 1 dan rasla E. coli, da bi ugotovili, ali E. coli v gojišče izloča 
snovi, ki pozitivno vplivajo na rast L. plantarum. V tem primeru se je število KE/ml L. 
plantarum sicer povečevalo prvih 7 dni, nato pa drastično upadlo (slika 25E − alikvot 
KR6 B), drugi alikovt pa je bil kultiviran brez sprememb (slika 25E − alikvot KR6A). V 
obeh alikvotih je KE/ml padlo pod mejo detekcije istočasno (slika 25E). 
 
 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje slike 25 
 
 
Slika 25: Rastne krivulje mešanih kultur L. plantarum KR6 in E. coli K17, ločenih z membrano ali ne. 
Sliki A in B prikazujeta rastne krivulje mešanih kultur 23 dni stare kulture L. plantarum KR6 in 1 dan 
stare kulture E. coli K17, ločeni z membrano (inkubacija v mikrotitrski ploščici z inserti) (A = razmerje 
1:10, B = razmerje 1:10.000). Sliki C in D prikazujeta rastne krivulje mešanih kultur 23 dni stare kulture  
L. plantarum KR6 in 1 dan stare kulture E. coli K17, ki nista bili ločeni (inkubacija v 50 ml 
centrifugirkah) (C = razmerje 1:10, D = razmerje 1:10.000). Na sliki E so prikazane rastne krivulje čistih 
kultur seva KR6 (romb = čista kultura seva KR6, inkubirana v mikrotitrski ploščici, kvadrat = čista 
kultura, gojena v 50 ml centrifugirki, krog = čista kultura KR6, kjer smo v 1. dnevu zamenjali gojišče z 
izrabljenim gojiščem, na katerem je 1 dan rasla E. coli). Na sliki F so prikazane rastne krivulje treh 
alikvotov čiste kulture E. coli K17 (romb = mikrotitrska ploščica z inserti, kvadrat in krog = paralelki v 
centrifugirkah). Meja detekcije je bila 100 KE/ml.   
 
Figure 25: Growth curves of mixed cultures of L. plantarum KR6 and E. coli K17, separated with 
membrane or not. Figures A and B show growth curves of mixed cultures of 23 days old L. plantarum 
KR6 and 1 day old E. coli K17, separated with membrane (microtiter plate with inserts) (A = ratio 1:10, B 
= 1:10.000). Figures C and D show growth curves of mixed cultures of 23 days old L. plantarum KR6 
and 1 day old E. coli K17, unseparated with membrane (incubation in 50 ml falcon tubes) (C = ratio 1:10, 
D = 1:10.000). On figure E are shown growth curves of KR6 pure cultures (rhombus = pure culture of 
strain KR6, incubated in microtiter plate with inserts, square = pure culture of KR6, incubated in falcon 
tube, circle = pure culture of KR6, where was the medium on the first day replaced with spent mediumm, 
where was E. coli incubated for 24 hours). Figure F show growth curves of three aliquots of pure culture 
of strain E. coli K17 (rhombus = microtiter plates with inserts, square and circle = parallels in falcon 
tubes). Limit of detection was 100 CFU/ml. 
 
c) Mešana kultura E. coli K17: L. plantarum KR3 
 
V nadaljnjih poskusih smo želeli potrditi, če je sobivanje značilno tudi za druge seve L. 
plantarum. Za reprezentativno smo izbrali razmerje 1:10.000. Če smo inkubirali 30 dni 
staro kulturo KR3 in mlado kulturo E. coli v razmerju 1:10.000, se je število KE E. coli 
zmanjšalo, medtem ko je število KE KR3 naraslo, na koncu pa sta oba seva sobivala 
skupaj v približno enakem številu (slika 26B). Podobne rezultate smo dobili tudi, če 
smo namesto 30 dni stare kulture uporabili 1 dan staro kulturo seva KR3 (slika 26A). 
Če smo sev KR3 gojili samega (brez E. coli), smo opazili veliko razliko med 
paralelkama (slika 26C). V vsaki centrifugirki namreč lahko nastanejo drugačne 
mutacije, ki lahko različno vplivajo na nadaljnjo rast kulture. Če pridobljene krivulje 
rasti klasificiramo glede na fenotipe GASP (slika 11), lahko sklepamo, da L. plantarum 
KR3 v sočasni kultivaciji z E. coli K17 kaže šibki fenotip GASP. Vendar pa lastnost ni 
nujno povezana z dolgotrajno stacionarno fazo, saj smo enake rezultate dobili tudi, če 
sta bili obe kulturi, E. coli K17 kot tudi L. plantarum KR3, stari 1 dan. 
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Slika 26: Rastne krivulje mešanih kultur L. plantarum KR3 in E. coli K17. Na sliki A so prikazane rastne 
krivulje pri sočasni kultivaciji 1 dan stare kulture L. plantarum KR3 in 1 dan stare kulture E. coli K17 v 
razmerju 1: 10000, na sliki B pa pri sočasni kultivaciji 30 dni stare kulture L. plantarum KR3 in 1 dan 
stare kulture E. coli  K17 v enakem razmerju. Istočasno smo preverili tudi rast čistih kultur L. plantarum 
KR3, ki je prikazana na sliki C (modra = 1 dan stara čista kultura KR3 (wt), zelena = 30 dni stara kultura 
KR3) in E. coli K17, ki je prikazana na sliki D. Meja detekcije je bila 100 KE/ml. 
 
Figure 26: Growth curves of mixed cultures L. plantarum KR3 and E. coli K17. On figure A are shown 
growth curves when 1 day old L. plantarum KR3 and 1 day old E. coli K17 were cocultivated in ratio 1: 
10.000, on figure B is shown mixed cultivation of 30 days old culture of L. plantarum KR3 and 1 day old 
E. coli K17 in the same ratio. Growth of the pure cultures was monitored at the same time for L. 
plantarum KR3, which is shown on figure C (blue = 1 day old pure culture of KR3 (wt), green = 30 days 
old culture of KR3) and E. coli K17, which is shown on figure D. Limit of detection was 100 CFU/ml. 
 
d) Mešana kultura E. coli K17: L. plantarum SF9 
 
Tudi pri sevu L. plantarum SF9 smo med gojenjem v mešani kulturi z E. coli dobili 
podobne rezultate kot z ostalimi sevi L. plantarum. Če smo inokulirali staro kulturo L. 
plantarum SF9 in mlado kulturo E. coli K17 v razmerju 1:10.000, se je število KE seva 
SF9 v 30 dneh inkubacije malo povečalo, število KE E. coli pa se je zmanjšalo, tako da 
sta se števili KE izenačili in sta seva sobivala (slika 27B). Tudi v primeru, ko sta bila 
seva E. coli K17 in L. plantarum SF9 enako stara (1 dan), sta sobivala vseh 30 dni 
skupnega gojenja. Opazili smo, da je paralelka, ki je imela ob koncu manjše število KE 
E. coli, imela tudi manjše število KE L. plantarum SF9 (slika 27A). Če smo sev SF9 
gojili samega, se je njegovo število (KE/ml) tekom inkubacije malo zmanjšalo, pri 
čemer so se paralelke med seboj razlikovale (slika 27C). E. coli K17 pa je sama zelo 
dobro preživela 30 dni kultivacije v gojišču MML (slika 27D). Če pridobljene krivulje 
rasti klasificiramo glede na fenotipe GASP (slika 11), lahko enako kot pri sevu KR3 
sklepamo, da krivulje rasti kažejo šibki fenotip GASP. 
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Slika 27: Rastne krivulje mešanih kultur L. plantarum SF9 in E. coli K17. Na sliki A so prikazane rastne 
krivulje pri sočasni kultivaciji 1 dan stare kulture L. plantarum SF9 in 1 dan stare kulture E. coli K17 v 
razmerju 1: 10000, na sliki B pa pri sočasni kultivaciji 30 dni stare kulture L. plantarum SF9 in 1 dan 
stare kulture E. coli  K17 v enakem razmerju. Istočasno smo preverili tudi rast čistih kultur L. plantarum 
SF9, ki je prikazana na sliki C (modra = 1 dan stara čista kultura SF9 (wt), zelena = 30 dni stara kultura 
SF9) in E. coli K17, ki je prikazana na sliki D. Meja detekcije je bila 100 KE/ml. 
 
Figure 27: Growth curves of mixed cultures L. plantarum SF9 and E. coli K17. On figure A are shown 
growth curves when 1 day old L. plantarum SF9 and 1 day old E. coli K17 were cocultivated in ratio 1: 
10.000, on figure B is shown mixed cultivation of 30 days old culture of L. plantarum SF9 and 1 day old 
E. coli K17 in the same ratio. Growth of the pure cultures was monitored at the same time for L. 
plantarum SF9, which is shown on figure C (blue = 1 day old pure culture of SF9 (wt), green = 30 days 
old culture of SF9) and E. coli K17, which is shown on figure D. Limit of detection was 100 CFU/ml. 
 
e) Mešana kultura E. coli K17: L. plantarum M5 
 
Ko smo inokulirali mešano kulturo z 1 dan staro kulturo L. plantarum M5 in kulturo  E. 
coli K17 staro 1 dan v razmerju 1:10.000 v korist E. coli,  smo, podobno kot pri ostalih 
sevih L. plantarum, opazili sobivanje sevov (slika 28A). Prav tako sta seva E. coli in 
M5 sobivala tudi, če je bila kultura M5 stara 30 dni (slika 28B). Zanimivo je, da je 
mlajša kultura M5 vzdrževala enakomerno število (KE/ml), medtem ko je pri 30 dni 
stari kulturi prišlo do nihanja v številu živih celic. Večje nihanje smo opazili tudi, če 
smo sev M5 gojili v čisti kulturi brez sočasne kultivacije (slika 28C). Za razliko od 
ostalih sevov L. plantarum je bilo v mešani kulturi L. plantarum M5 in  E. coli K17 
tekom 30 dnevne kultivacije število KE/ml za oba seva relativno visoko, za E. coli K17 
po 30 dneh še vedno okoli 108 KE/ml, za sev M5 pa približno 107 KE/ml, ne glede na 
to, ali je kultura seva M5 ob začetku sočasne kultivacije izvirala iz dolgotrajne 
stacionarne faze. Kot pri prejšnjih dveh sevih lahko rastne krivulje sočasnih kultivacij 
klasificiramo kot šibki GASP. 
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Slika 28: Rastne krivulje mešanih kultur L. plantarum M5 in E. coli K17. Na sliki A so prikazane rastne 
krivulje pri sočasni kultivaciji 1 dan stare kulture L. plantarum M5 in 1 dan stare kulture E. coli K17 v 
razmerju 1: 10.000, na sliki B pa pri sočasni kultivaciji 30 dni stare kulture L. plantarum M5 in 1 dan 
stare kulture E. coli  K17 v enakem razmerju. Istočasno smo preverili tudi rast čistih kultur L. plantarum 
M5, ki je prikazana na sliki C (modra = 1 dan stara čista kultura M5 (wt), zelena = 30 dni stara kultura 
M5) in E. coli K17, ki je prikazana na sliki D. Meja detekcije je bila 100 KE/ml. 
 
Figure 28: Growth curves of mixed cultures L. plantarum M5 and E. coli K17. On figure A are shown 
growth curves when 1 day old L. plantarum M5 and 1 day old E. coli K17 were cocultivated in ratio 1: 
10.000, on figure B is shown mixed cultivation of 30 days old culture of L. plantarum M5 and 1 day old 
E. coli K17 in the same ratio. Growth of the pure cultures was monitored at the same time for L. 
plantarum M5, which is shown on figure C (blue = 1 day old pure culture of M5 (wt), green = 30 days old 
culture of M5) and E. coli K17, which is shown on figure D. Limit of detection was 100 CFU/ml. 
 
Pri poskusih mešanih kultur E. coli in različnih sevov L. plantarum smo zaznali trend, 
da kulturi sobivata, čemur pravimo tudi šibki GASP. Za seve L. plantarum, ki smo jih 
vključili v proučevanje pojava GASP, ni bil nujen pogoj za rast populacije laktobacilov 
in sobivanje z E. coli to, da je kultura stara. Sočasna kultivacija je bila za seve L. 
plantarum sicer koristna, saj so čisti sevi sicer prej odmrli, ne pa tudi za  kulturo E. coli, 
ki je zelo dobro preživela tudi v odsotnosti laktobacilov. Z merjenjem pH smo ugotovili, 
da L. plantarum močneje zakisa gojišče in proizvede več mlečne kisline, kadar raste v 
odsotnosti E. coli. Pri mešanih kulturah L. plantarum z E. coli pa so bile vrednosti pH 
podobne kot pri gojenju E. coli same. Če smo seva fizično ločili z membrano, pri čemer 
so metaboliti še vedno lahko prehajali, seva nista sobivala, saj je L. plantarum začel 
odmirati, vendar kasneje kot v čisti kulturi. Iz tega lahko sklepamo, da je za uspešno 
sobivanje sevov potreben tudi fizični stik. 
 
2
4
6
8
10
0 10 20 30
lo
g
 K
E
/m
l 
čas (dan) 
E.coli A E.coli B M5 30dni A M5 30 dni B
2
4
6
8
10
0 10 20 30
lo
g
 K
E
/m
l 
čas (dan) 
M5 WT A M5 WT B E.coliA E.coli B
2
4
6
8
10
0 10 20 30
lo
g
 K
E
/m
l 
čas (dan) 
E.coli A E.coli B
2
4
6
8
10
0 10 20 30
lo
g
 K
E
/m
l 
čas (dan) 
M5 wt A M5 wt B M5 30dni A M5 30dni B
A B 
C D 
Šeme H.  Odziv izbranih sevov Lactobacillus plantarum na kislo okolje in stacionarno fazo rasti.  
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2015  
 
63 
4.2.3.2 Mešane kulture seva Enterococcus faecalis S1-17 in izbranih sevov 
Lactobacillus plantarum 
 
V naslednjem segmentu poskusov GASP smo sočasno kultivirali bakterije vrst 
Enterococcus faecalis in Lactobacillus plantarum. Bakterije vrste E. faecalis so stalni 
prebivalci črevesja, kjer veljajo za komenzalne bakterije, saj večina sevov na gostitelja 
nima niti škodljivega niti blagodejnega učinka. Nekateri predstavniki E. faecalis pa 
povzročajo hude okužbe pri ljudeh, zlasti pri osebah z oslabljenim imunskim sistemom. 
V črevesju bakterije omenjenih dveh vrst pridejo v stik, zato bi bilo z vidika delovanja 
probiotikov sposobnost vrste L. plantarum, da preraste vrsto E. faecalis, zaželjena. 
 
V vseh poskusih GASP smo testirali različne kombinacije 1 dan stare kulture E. faecalis 
S1-17 z različnimi sevi L. plantarum, pri čemer so bili enterokoki v številčni prednosti. 
Uporabili smo tako kulture laktobacilov, izpostavljene dolgotrajni stacionarni fazi 
(poglavje 4.3.1), kot tudi divji tip testnih sevov.  
 
a) Mešana kultura E. faecalis S1-17: L. plantarum KR6 
 
Poskuse sobivanja sevov L. plantarum in E. faecalis in morebitnega pojava GASP smo 
zastavili podobno kot poskuse mešanih kultur laktobacilov z E. coli, opisane zgoraj 
(poglavje 3.2.2.3.2). Pri sočasni kultivaciji L. plantarum KR6 in 1 dan starih kultur E. 
faecalis S1-17 smo opazili razlike v preživetju med dogotrajnim inkubiranjem v 
odvisnosti od razmerja med sevoma ob inokulaciji. Če celice E. faecalis niso bile v zelo 
velikem presežku (1:100 ali 1:1000), sta oba seva odmirala s podobno dinamiko (slika 
29A, C, D),  če je bila kultura KR6 starana (16 ali 23 dni). Če pa je bilo seva L. 
plantarum KR6 ob inokulaciji zelo malo glede na koncentracijo enterokokov (razmerje 
1:10.000 ali manj), se je pokazalo, da je sev KR6 prerasel večinsko kulturo E. faecalis 
S1-17 (slika 29B, E). Kljub temu je število celic KR6 (KE/ml) ostalo zelo majhno, 
okrog 103 KE/ml. Izjema so mešane kulture 1 dan stare KR6 in 1 dan stare kulture E. 
faecalis S1-17, ki je uspela prerasti tudi v manjšem razmerju 1:1000, kot tudi pri eni 
alikvoti v primeri 1:10.000 (slika 29F, G). Če smo gojili različno stare kulture KR6 
same, smo opazili velika nihanja v številu KE/ml, kar je verjetno posledica naključnega 
pojavljanja in nato namnožitve/prevlade novih, uspešnejših mutant (slika 29H). Sev S1-
17 je odmiral počasneje, če smo ga inkubirali samega (brez laktobacilov) (slika 29I), kar 
kaže na škodljivi vpliv seva KR6 na enterokoke seva S1-17. Rezultati kažejo na močni 
fenotip GASP (slika 11, tip 1), ki pa se ne pojavi vedno. 
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Nadaljevanje slike 29 
 
 
Slika 29: Rastne krivulje mešanih kultur L. plantarum KR6 in E. faecalis S1-17. Sliki A in B prikazujeta 
rastne krivulje mešanih kultur 16 dni stare kulture L. plantarum KR6 in 1 dan stare kulture E. faecalis S1-
17 v različnih razmerjih z rdečimi in črnimi črtami (A = razmerje 1:1000, B = razmerje 1:1.000.000). 
Slike C, D in E prikazujejo rastne krivulje mešanih kultur 23 dni stare kulture L. plantarum KR6 in 1 dan 
stare kulture E. faecalis S1-17 v različnih razmerjih z zelenimi in črnimi črtami (C = razmerje 1:100, D = 
razmerje 1:1000, E = razmerje 1:10.000). Na slikah F in H smo spremljali rastne krivulje mešanih kultur 
16 dan stare kulture L. plantarum KR6 in 1 dan stare kulture E. faecalis S1-17 v različnih razmerjih z 
modrimi in črnimi črtami (F = razmerje 1:1000, G = razmerje 1:10.000). Slika H prikazuje preživetje 
čiste kulture L. plantarum KR6 (modra = 1 dan stara kultura (wt), rdeča = 16 dni stara kultura, zelena = 
23 dni stara kultura), preživetje čiste kulture E. faecalis S1-17, pa je prikazano na sliki I. Meja  detekcije 
je bila 100 KE/ml. 
 
Figure 29: Growth curves of mixed cultures L. plantarum KR6 and E. faecalis S1-17. Figures A and B 
show growth curves of mixed cultures of 16 days old L. plantarum KR6 and 1 day old E. faecalis S1-17 
in different ratios in red and black lines (A = ratio 1:1000, B = 1:1.000.000). Figures C, D and E show 
growth curves of mixed cultures of 23 days old L. plantarum KR6 and 1 day old E. faecalis S1-17 in 
different  ratios in green and black lines (C = ratio 1:100, D = ratio 1:1000, E = ratio 1:10.000). Figures F 
and G show growth curves of mixed cultures of 1 day old L. plantarum KR6 and 1 day old E. faecalis S1-
17 in different  ratios in blue and black lines (F = ratio 1:1000, G = ratio 1:10.000). Figure H shows 
growth of the pure cultures of L. plantarum KR6 (blue = 1 day old culture (wt), red = 16 days old culture, 
green = 23 days old culture), growth of pure culture of  E. faecalis S1-17 is shown on figure I. Limit of 
detection was 100 CFU/ml. 
 
b) Mešane kulture E. faecalis S1-17: L. plantarum M5 
 
Pri sočasni kultivaciji 1 dan stare kulture L. plantarum M5 in 1 dan stare kulture E. 
faecalis S1-17 v razmerju 1:100 ali 1:10.000 (slika 30A, B), smo ugotovili, da je sev 
M5 v 36 dneh preživel bolje kot enterokoki, ki so bili ob inokulaciji v številčni 
prednosti. Tudi enterokok je v teh primerih uspel preživeti. Ko smo v poskusu uporabili 
30 dni staro kulturo M5, pa se je takoj začelo odmiranje in je število KE po 20 dneh 
padlo pod mejo detekcije (slika 30C, D), neodvisno od razmerja med sevoma. Če smo 
sev M5 gojili brez prisotnosti enterokokov, smo opazili veliko razliko v preživetju med 
sevi divjega tipa (star 1 dan) in 30 dni staro kulturo istega seva. Divji tip tekom 36 
dnevne inkubacije skoraj ni odmiral, medtem ko se je število KE pri dolgotrajno starani 
kulturi prvih 15 dni zelo zmanjšalo, med nadaljnjo inkubacijo pa  nihalo (slika 30E). 
Sev S1-17, tudi kadar je rasel sam, ni  preživel 36 dni gojenja v gojišču MML. 
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Slika 30: Rastne krivulje mešanih kultur L. plantarum M5 in E. faecalis S1-17. Sliki A in B prikazujeta 
rastne krivulje mešanih kultur 1 dan stare kulture L. plantarum M5 in 1 dan stare kulture E. faecalis S1-
17 v različnih razmerjih z modrimi in črnimi črtami (A = razmerje 1:100, B = razmerje 1:10.000). Slike C 
in D prikazujejo rastne krivulje mešanih kultur 30 dni stare kulture L. plantarum M5 in 1 dan stare 
kulture E. faecalis S1-17 v različnih razmerjih z zelenimi in črnimi črtami (C = razmerje 1:1, D = 
razmerje 1:10.000). Slika E prikazuje preživetje čiste kulture L. plantarum M5 (modra = 1 dan stara 
kultura (wt), zelena = 30 dni stara kultura), preživetje čiste kulture E. faecalis S1-17 pa je prikazano na 
sliki F. Meja  detekcije je bila 100 KE/ml. 
 
Figure 30: Growth curves of mixed cultures L. plantarum M5 and E. faecalis S1-17. Figures A and B 
show growth curves of mixed cultures of 1 day old L. plantarum M5 and 1 day old E. faecalis S1-17 in 
different ratios in blue and black lines (A = ratio 1:100, B = 1:10.000). Figures C and D show growth 
curves of mixed cultures of 30 days old L. plantarum M5 and 1 day old E. faecalis S1-17 in different  
ratios in green and black lines (C = ratio 1:1, D = ratio 1:10.000). Figure E shows growth of the pure 
cultures of L. plantarum M5 (blue = 1 day old culture (wt), green = 30 days old culture), growth of pure 
culture of  E. faecalis S1-17 is shown on figure F. Limit of detection was 100 CFU/ml. 
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c) Mešane kulture E. faecalis S1-17: L. plantarum KR3 
 
Podobno kakor je opisano zgoraj, smo poskusili tudi sočasno kultivacijo E. faecalis S1-
17 in seva L. plantarum KR3. Ugotovili smo, da sev KR3 kaže močni GASP (slika 11, 
tip 1), saj je uspela stara kultura L. plantarum KR3 vedno prerasti mlajšo in večinsko 
kulturo E. faecalis S1-17, neodvisno od začetnega razmerja (slika 31A, B, C). Sev KR3 
v primerih večjih razmerij v začetku še povečuje KE/ml, vendar se število ustali po 10. 
dnevu in preživi do 30 dni v število okrog 106 KE/ml, enako kot v primeru razmerja 
1:10. Enako prevlado seva KR3 nad enterokoki smo opazili tudi, če smo uporabili 
mlado kulturo seva KR3 (slika 31D), pri čemer pa ne moremo govoriti o GASP, ampak 
o kakšnih drugih mehanizmih delovanja seva tega seva L. plantarum. Če smo seva gojili 
ločeno, se je število KE pri obeh hitreje zmanjšalo (slika 31E, F).  
 
 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje slike 31 
 
 
Slika 31: Rastne krivulje mešanih kultur L. plantarum KR3 in E. faecalis S1-17. Slike A, B in C 
prikazujejo rastne krivulje mešanih kultur 30 dni stare kulture L. plantarum KR3 in 1 dan stare kulture E. 
faecalis S1-17 v različnih razmerjih z zelenimi in črnimi črtami (A = razmerje 1:10, B = razmerje 1:1000, 
C = razmerje 1:10.000). Slika D prikazuje preživetje v sočasni kultivaciji 1 dan stare kulture seva KR3 
in1 dan stare kulture E. faecalis S1-17 v razmerju 1:1000 z modrimi in črnimi črtami. Na sliki E je 
prikazana rast čistih kultur seva L. plantarum KR3 (modra = 1 dan stara kultura (wt), zelena = 30 dni 
stara kultura), na sliki F pa so prikazane rastne krivulje čiste kulture seva E. faecalis S1-17. Meja 
detekcije je bila 100 KE/ml. 
 
Figure 31: Growth curves of mixed cultures L. plantarum KR3 and E. faecalis S1-17. Figures A, B and C 
show growth curves of mixed cultures of 30 days old L. plantarum KR3 and 1 day old E. faecalis S1-17 
in different  ratios in green and black lines (A = ratio 1:10, B = ratio 1:1000, C = ratio 1:10.000). Figure 
D shows growth curves of mixed cultures of 1 day old L. plantarum KR3 and 1 day old E. faecalis S1-17 
in different  ratios in blue and black lines in ratio 1:1000. Figure E shows growth of the pure cultures of 
L. plantarum KR3 (blue = 1 day old culture (wt), green = 30 days old culture), growth of pure culture of  
E. faecalis S1-17 is shown on figure F. Limit of detection was 100 CFU/ml. 
 
d) Mešana kultura E. faecalis S1-17: L. plantarum SF9 
 
Pri sočasni kultivaciji enako starih (1 dan) kultur E. faecalis S1-17 in L. plantarum SF9 
v istem razmerju je uspel sev SF9 prerasti enterokoke (slika 32A). Podobno smo opazili 
tudi v primeru, ko je bilo laktobacilov seva SF9 10.000-krat manj (slika 32B) kot 
enterokokov. Če smo  namesto 1 dan stare kulture SF9 uporabili kulturo, pridobljeno po 
30 dneh (iz stacionarne faze), v razmerju 1:1, so bili rezultati skoraj identični tistim, 
dobljenim z 1-dnevnimi kulturami (slika 32C). Rastne krivulje v poskusu s 30 dni staro 
kulturo SF9, inokulirano v 10.000-krat manjšem številu kot enterokokov, ko so kljub 
temu laktobacili prerasli sev E. faecalis S1-17, prikazujejo močni fenotip GASP (slika 
11, tip 1). Če smo sev SF9 gojili samega, je prav tako v večini primerov uspel preživeti 
30 dni (slika 32E). Opazna so tudi nihanja v številu tekom gojenja, kar zopet kaže na 
naključno pojavljanje mutacij in nato prevlado mutantov v kulturi (slika 9). Število KE 
seva E. faecalis S1-17 pa je med gojenjem čiste kulture padlo pod mejo detekcije med 
10 in 15 dnevi (slika 32F), podobno kot v primeru sočasne kultivacije z L. plantarum. 
 
2
4
6
8
10
0 10 20 30
lo
g
 K
E
/m
l 
čas (dan) 
KR3 wt A KR3 wt  B
KR3 30 dni  A KR3 30 dni  B
2
4
6
8
10
0 10 20 30
lo
g
 K
E
/m
l 
čas (dan) 
S1-17 A S1-17 B
E F 
Šeme H.  Odziv izbranih sevov Lactobacillus plantarum na kislo okolje in stacionarno fazo rasti.  
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2015  
 
69 
 
 
 
Slika 32: Rastne krivulje mešanih kultur L. plantarum SF9 in E. faecalis S1-17. Sliki A in B prikazujeta 
rastne krivulje mešanih kultur 1 dan stare kulture L. plantarum SF9 in 1 dan stare kulture E. faecalis S1-
17 v različnih razmerjih z modrimi in črnimi črtami (A = razmerje 1:1, B = razmerje 1:10.000). Slike C in 
D prikazujejo rastne krivulje mešanih kultur 30 dni stare kulture L. plantarum SF9 in 1 dan stare kulture 
E. faecalis S1-17 v različnih razmerjih z zelenimi in črnimi črtami (C = razmerje 1:1, D = razmerje 
1:10.000). Slika E prikazuje preživetje čiste kulture L. plantarum SF9 (modra =1 dan stara kultura (wt), 
zelena = 30 dni stara kultura), preživetje čiste kulture E. faecalis S1-17, pa je prikazano na sliki F. Meja  
detekcije je bila 100 KE/ml. 
 
Figure 32: Growth curves of mixed cultures L. plantarum SF9 and E. faecalis S1-17. Figures A and B 
show growth curves of mixed cultures of 1 day old L. plantarum SF9 and 1 day old E. faecalis S1-17 in 
different  ratios in blue and black lines (A = ratio 1:1, B = 1:10.000). Figures C and D show growth 
curves of mixed cultures of 30 days old L. plantarum SF9 and 1 day old E. faecalis S1-17 in different  
ratios in green and black lines (C = ratio 1:1, D = ratio 1:10.000). Figure E shows growth of the pure 
cultures of L. plantarum SF9 (blue = 1 day old culture (wt), green = 30 days old culture), growth of pure 
culture of  E. faecalis S1-17 is shown on figure F. Limit of detection was 100 CFU/ml. 
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Tekom poskusov s sočasno kultivacijo sevov E. faecalis S1-17 in L. plantarum SF9 smo 
spremljali tudi spremembe v vrednosti pH (slika 33). Na začetku kultivacije je imela 
najvišji pH 30 dni stara čista kultura seva SF9 (pH 6,5). Sočasna kultura istega seva, ki 
je rasel v razmerju 1:1, je imela v izhodišču prav tako nekoliko višji pH od ostalih (pH 
5,5), vendar so se vrednosti pH že ob naslednjem vzorčenju (5. dan) izenačile z ostalimi 
in ostale okrog vrednosti pH 5 več čas med 30-dnevnim gojenjem. 
 
 
 
Slika 33: Vrednost pH med kultivacijo mešanih kultur L. plantarum SF9 in E. faecalis S1-17. Slika 
prikazuje vrednost pH med sočasno kultivacijo 30 dni stare kulture L. plantarum SF9 in 1 dan stare 
kulture E. faecalis S1-17 z zeleno (romb = 1:1, kvadrat = 1:10.000), med sočasno kultivacijo 1 dan stare 
kulture L. plantarum SF9 in 1 dan stare kulture E. faecalis S1-17 z modro (romb = 1:1, kvadrat = 
1:10.000) ter vrednost pH med kultivacijo čistih kultur (rdeča = 1 dan stara čista kultura SF9 (wt), 
vijolična = 30 dni stara kultura SF9, črna = 1 dan stara čista kultura S1-17). Vrednosti na sliki so 
povprečje dveh paralelk.  
 
Figure 33: pH values during cultivation of mixed cultures L. plantarum SF9 and E. faecalis S1-17. Figure 
shows pH values during mixed cultivation of 30 days old culture of L. plantarum SF9 and 1 day old E. 
faecalis S1-17 with green lines (rhombus = 1:1, square = 1:10.000), during mixed cultivation of 1 day old 
culture of L. plantarum SF9 and 1 day old E. faecalis S1-17 with blue lines (rhombus = 1:1, square = 
1:10.000) or pH values during cultivation of pure cultures (red= 1 day old pure culture of SF9 (wt), violet 
= 30 days old culture of SF9, black = 1 day old pure culture of S1-17). Values on the figure represent 
mean value of two parallels. 
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e) Mešana kultura E. faecalis S1-17: L. plantarum 299v 
 
Prednosti rasti v stacionarni fazi smo raziskali tudi pri  komercialnem sevu L. plantarum 
299v. Ugotovili smo, da če je seva 299v 100-krat ali 1000-krat manj v primerjavi z E. 
faecalis S1-17, sev 299v ne uspe prerasti seva S1-17 (slika 34A, B, C, D). Pojava GASP 
nismo opazili, saj je število KE pri obeh sevih padlo pod mejo detekcije že pred iztekom 
30-dnevne inkubacije. Izjema je 30 dni stara kultura iz stacionarne faze, ki je izkazala 
močni fenotip GASP (slika 11, tip 1), če je bila dodana enterokokom v razmerju 1:1000, 
v nekaterih primerih pa tudi pri razmerju 1:100 (slika 34E, F).  
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Nadaljevanje slike 34 
 
 
Slika 34: Rastne krivulje mešanih kultur L. plantarum 299v in E. faecalis S1-17. Sliki A in B prikazujeta 
rastne krivulje mešanih kultur 16 dni stare kulture L. plantarum 299v in 1 dan stare kulture E. faecalis S1-
17 v različnih razmerjih z rdečimi in črnimi črtami (A = razmerje 1:100, B = razmerje 1:1000). Sliki C in 
D prikazujeta rastne krivulje mešanih kultur 23 dni stare kulture L. plantarum 299v in 1 dan stare kulture 
E. faecalis S1-17 v različnih razmerjih z vijoličnimi in črnimi črtami (C = razmerje 1:100, D = razmerje 
1:1000). Sliki E in F prikazujeta rastne krivulje mešanih kultur 30 dni stare kulture L. plantarum 299v in 
1 dan stare kulture E. faecalis S1-17 v različnih razmerjih z zelenimi in črnimi črtami (E = razmerje 
1:100, F = razmerje 1:1000). Sliki G so prikazane rastne krivulje mešanih kultur 1 dan stare kulture L. 
plantarum 299v in 1 dan stare kulture E. faecalis S1-17 v razmerju 1:1000 z modrimi in črnimi črtami. 
Slika H prikazuje preživetje čiste kulture L. plantarum 299v (modra = 1 dan stara kultura (wt), rdeča = 16 
dni stara kultura, vijolična = 23 dni stara kultura, zelena = 30 dni stara kultura). Meja  detekcije je bila 
100 KE/ml. 
 
Figure 34: Growth curves of mixed cultures L. plantarum 299v and E. faecalis S1-17. Figures A and B 
show growth curves of mixed cultures of 16 days old L. plantarum 299v and 1 day old E. faecalis S1-17 
in different  ratios in red and black lines (A = ratio 1:100, B = 1:1000). Figures C and D show growth 
curves of mixed cultures of 23 days old L. plantarum 299v and 1 day old E. faecalis S1-17 in different  
ratios in violet and black lines (C = ratio 1:100, D = ratio 1:1000). Figures E and F show growth curves of 
mixed cultures of 30 days old L. plantarum 299v and 1 day old E. faecalis S1-17 in different  ratios in 
green and black lines (E = ratio 1:100, G = ratio 1:1000). Figure G shows growth curves of mixed 
cultures of 1 day old L. plantarum 299v and 1 day old E. faecalis S1-17 in 1:1000  ratio in green and 
black lines. Figure H shows growth of the pure cultures of L. plantarum 299v (blue = 1 day old culture 
(wt), red =16 days old culture, violet = 23 days old culture, green = 30 days old culture). Limit of 
detection was 100 CFU/ml. 
 
Ko smo spremljali spreminjanje vrednosti pH med sočasno kultivacijo 1 dan stare 
kulture L. plantarum 299v in E. faecalis S1-17 v razmerju 1:1000 ali če smo namesto 1 
dan stare kulture laktobacilov uporabili 30 dni staro v razmerju 1:100 ali 1:1000, smo 
vedno dobili zelo podoben profil pH (slika 35). Ta profil je skoraj identičen tistemu v 
primeru inkubacije čistih kultur. Iz tega lahko sklepamo, da razlike, ki smo jih opazili 
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med sočasno kultivacijo 30 dni stare kulture 299v z S1-17, niso posledice razlik v 
profilu pH, ampak je sev 299v pridobil prednost rasti v stacionarni fazi. 
 
 
 
Slika 35: Vrednost pH med kultivacijo mešanih kultur L. plantarum 299v in E. faecalis S1-17. Slika 
prikazuje vrednost pH med sočasno kultivacijo 1 dan stare kulture L. plantarum 299v in 1 dan stare 
kulture E. faecalis S1-17 v razmerju 1:1000 z modro, med sočasno kultivacijo 30 dni stare kulture L. 
plantarum 299v in 1 dan stare kulture E. faecalis S1-17 z zeleno (romb = 1:100, kvadrat = 1:1000) ter 
vrednost pH med kultivacijo čistih kultur (rdeča = 1 dan stara čista kultura 299v (wt), vijolična = 30 dni 
stara kultura 299v, črna = 1 dan stara čista kultura S1-17). Vrednosti na sliki so povprečja dveh paralelk.  
 
Figure 35: pH values during cultivation of mixed cultures L. plantarum 299v and E. faecalis S1-17. 
Figure shows pH values during mixed cultivation of 1 day old culture of L. plantarum 299v and 1 day old 
E. faecalis S1-17 in ratio 1:1000 with blue line, during mixed cultivation of 30 days old culture of L. 
plantarum 299v and 1 day old E. faecalis S1-17 with green lines (rhombus = 1:100, square = 1:1000) or 
pH values during cultivation of pure cultures (red = 1 day old pure culture of 299v (wt), violet = 30 days 
old culture of 299v, black = 1 day old pure culture of S1-17). Values on the figure represent mean value 
of two parallels. 
4.2.4 Restrikcijski profil kultur seva L. plantarum 299v iz bakterij, izpostavljenih 
dolgotrajni stacionarni fazi 
 
Pri sevu 299v smo opazili razlike v fenotipu GASP med kulturami iz bakterijskih celic, 
ki so bile različno dolgo izpostavljene podaljšani stacionarni fazi. Kultura, stara 30 dni, 
je pri sočasni kultivaciji s sevom E. feacalis S1-17 izkazala močan GASP (slika 34F), 
medtem ko pri 16 ali 23 dni starih kulturah fenotipa GASP nismo opazili (slika 34A, B, 
C, D). Različno stare kulture seva 299v (16, 23 in 30 dni) smo zato nacepili na trdno 
gojišče in po inkubaciji izbrali po 2 posamezni koloniji za izolacijo genomske DNK ter 
primerjali njihov makrorestrikcijski profil s profilom kolonij, zraslih iz sveže kulture 
istega seva. Restrikcijski profili z encimom SfiI  kolonij iz različno starih kultur se niso 
razlikovali (slika 36), kar nakazuje, da ni prišlo do večjih genomskih sprememb. 
Analiza makrorestrikcijskega profila pa ne more izključiti manjših sprememb, npr.  
točkastih mutacij, manjših delecij ali insercij, ki jih z metodo PFGE ni mogoče zaznati.  
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Slika 36: Makrorestrikcijski profil PFGE seva L. plantarum 299v po restrikciji s SfiI. Na različne proge 
smo nanesli vzorce iz kolonij, pridobljenih iz različno starih kultur:  1 = sveža, 2 = 16 dni, 3 = 16 dni, 4 = 
23 dni, 5 = 23 dni, 6 = 30 dni, 7 = 30 dni. Na skrajni levi in desni strani vidimo standardno velikostno 
lestvico DNK. 
 
Figure 36: PFGE macrorestriction profile of L. plantarum 299v strain after restriction with SfiI. Samples 
of colonies, gained from cultures of different age, were loaded on lanes: 1 = fresh culture, 2 = 16 days, 3 
= 16 days, 4 = 23 days, 5 = 23 days, 6 = 30 days, 7 = 30 days. On the left and right side of the gel is 
standard DNA ladder. 
 
4.2.5 Preživetje kultur stacionarne faze v simuliranih razmerah prebavil 
  
V dolgotrajni stacionarni fazi rasti smo največje razlike med divjim tipom in starano 
kulturo opazili pri 3 sevih L. plantarum, in sicer KR6, M5 in 299v. Te seve smo zato v 
nadaljevanju izbrali za preverjanje sposobnosti preživetja v simuliranih razmerah 
prebavil (poglavje 3.2.2.4). Preverjali smo preživetje tako 1 dan starih kultur teh sevov 
(običajna stacionarna faza rasti), kakor tudi sevov iz dolgotrajne stacionarne faze (23 
dni za KR6 ali 30 dni za seva M5 in 299v). Uporabili smo gojišča, ki so simulirala 
sestavo  želodčnega soka (pH 2,4, pepsin) ter črevesnega soka (pH 8, žolčne soli).  
 
Rezultati so pokazali, da so vsi trije sevi zelo dobro preživeli izpostavitev simuliranemu 
želodčnemu soku (slika 37), saj se število KE po 180-minutni izpostavitvi ni zmanjšalo. 
Seva KR6 in 299v sta deloma preživela tudi v simuliranem črevesnem soku (slika 37A, 
C). V obeh primerih je število KE padlo z 108 KE/ml za približno 2 logaritemski enoti. 
Pri nobenem od obeh sevov nismo opazili razlike med kulturo iz celic v stacionarni fazi 
(1 dan) in kulturo iz celic v podaljšani stacionarni fazi rasti (23 dni ali 30 dni). Za 
razliko od KR6 in 299v pa je sev M5 je zelo slabo preživel inkubacijo v simuliranem 
črevesnem soku, če ni bil prej izpostavljen dolgotrajni stacionarni fazi (slika 37B). 
Število KE/ml v en dan stari kulturi se je zmanjšalo iz 108 KE/ml na okrog 103 KE/ml. 
Po drugi strani pa je kultura seva M5 iz bakterijskih celic, izpostavljenih 30 dnevni 
stacionarni fazi, inkubacijo v simuliranem črevesnem soku preživela podobno kot seva 
KR6 in 299v, v številu okrog 106 KE/ml. Sev M5 je torej v dolgotrajni stacionarni fazi 
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postal odpornejši proti stresu, povezanem z žolčnimi solmi, medtem ko pri sevih KR6 in 
299v nismo opazili razlik med izhodnim sevom in kulturami iz celic iz dolgotrajne 
stacionarne faze. 
 
 
 
Slika 37: Preživetje sevov L. plantarum KR6 (A), M5 (B) in 299v (C), odvzetih v dolgotrajni stacionarni 
fazi, v simuliranih razmerah prebavil: 180 min inkubacije v simuliranem želodčnem soku (pH 2,4 in 
pepsin) ter 180 min v simuliranem črevesnem soku (pH 8, žolčne soli in pankreatin). Primerjali smo 
preživetje kultur, pridobljenih s precepljanjem 1 dan inkubiranih sevov (črna), s kulturami iz celic, 
odvzetih v dolgotrajni stacionarni fazi (siva), v simuliranih razmerah prebavil (kvadrat) in v fiziološki 
raztopini (romb). 
 
Figure 37: Survival in simulated GI conditions: 180 min in simulated gastric juice (pH 2,4 and pepsin) 
and 180 min in simulated intestinal juice (pH 8, bile salts and pancreatin) for strains L. plantarum KR6 
(A), M5 (B) and 299v (C). The comparison between survival of cells gained from 1 day old culture 
(black) or from prolonged stationary phase culture (grey) in simulated GI conditions (square) or in sterile 
saline solution (rhombus). 
 
4.3 STRES, POVEZAN Z NIZKIM PH 
 
4.3.1 Odpornost izbranih sevov L. plantarum proti nizkemu pH 
 
Ena izmed pomembnejših lastnosti dobrih probiotičnih sevov je sposobnost preživetja 
pri nizkem pH, ki so mu bakterije izpostavljene v želodcu. Pri sevih L. plantarum je ta 
lastnost relativno slabo raziskana. Izmed preučevanih sevov L. plantarum smo glede na 
hitrost rasti na različnih sladkorjih, razlike v preživetju dolgotrajne stacionarne faze in 
fenotipov GASP za nadaljnje podrobnejše analize odpornosti proti nizkemu pH izbrali 
seva L. plantarum M5 in L. plantarum KR6. Oba seva tudi nista izkazala odpornosti 
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proti antibiotikom (poglavje 4.1.4) in sta dobro preživela v simuliranih razmerah 
prebavil (poglavje 4.2.5).  
 
Prvi cilj je bil določiti spodnjo mejo vrednosti pH, pri kateri oba seva še lahko preživita, 
in vrednost pH, ki je seva nista sposobna preživeti (letalni pH). Seva smo gojili v 
gojišču MRS do stacionarne faze, ju izpostavili pH med 2,1 in 2,6, po inkubaciji pa 
določili število preživelih celic (KE/ml). Rezultati kažejo, da lahko oba seva preživita 
pH 2,4 ali višjega brez znatnega zmanjšanja viabilnosti (slika 38). Sev KR6 je 
odpornejši na nizek pH kot M5, saj se je število KE/ml pri pH 2,3 tudi po 3 urah 
izpostavitve zmanjšalo za manj kot 50 % (slika 38A), medtem ko v kulturi seva M5 ob 
istih pogojih KE nismo več detektirali (slika 38B). Glede na pridobljene rezultate smo v 
nadaljnjih poskusih pH 2,0 uporabljali kot letalni pH in pH 2,4 oziroma 2,5 kot 
ekstremno neugodni, vendar še ne smrtni vrednosti pH. 
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Slika 38: Vpliv izpostavitve zelo nizkemu pH (od 2,1 do 2,6) na viabilnost sevov KR6 (A) in M5 (B) po 
1,5 (temno siva) oziroma 3 urah (svetlo siva) inkubacije na 37 °C. Meja detekcije je 100 KE/ml. 
Vrednosti na grafu predstavljajo povprečja poskusov in relativne napake (standardna deviacija deljena s 
povprečjem vzorcev), preračunane na naravno skalo. 
 
Figure 38: Influence of low pH challenge at different pH points ranging from 2,1 to 2,6 on viability of L. 
plantarum KR6 (A) and L. plantarum M5 (B) determined after 1.5 h (dark grey) or after 3 h (light gray) 
incubation at 37 °C. Limit of detection was 100 CFU/ml. The values plotted represent the sample means 
and relative errors (standard deviation, divided by sample mean), as calculated on the natural scale. 
 
 
4.3.2 Prilagoditev na nizek pH 
 
Bakterijske celice imajo številne mehanizme za prilagoditev na neugodne razmere, med 
katerimi je tudi nizek pH (poglavje 2.2.2). V naslednjem koraku raziskav smo testirali 
sposobnost sevov L. plantarum M5 in KR6 za prilagoditev na nizek pH, kar lahko 
bistveno vpliva na preživetje v zelo neugodnih razmerah. Za poskus smo uporabili 
celice v pozni eksponentni fazi rasti, saj so celice stacionarne faze običajno že 
prilagojene in zato tudi že odpornejše na nizek pH. Kulture smo najprej izpostavili 30-
minutni fazi prilagoditve na nizek pH, pri čemer smo uporabili variante gojišča MRS z 
različnimi vrednostmi pH od 2 do 7 (poglavje 3.2.3.2). Sledila je izpostavitev pH 2, ki 
je sicer letalna, za 120 min. Rezultati kažejo, da je prilagoditvena faza pomagala obema 
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sevoma bistveno boljše preživeti nizek pH (slika 39). Pri sevu KR6 je 30-minutna 
prilagoditev na pH 4,5 povečala preživetje kar za 100-krat v primerjavi s kontrolo 
(prilagoditev pri pH 7). Sev KR6 se je tako izkazal ne samo kot manj občutljiv za nizek 
pH, ampak tudi bolj sposoben prilagoditve (slika 39A). Pri sevu M5 se je najboljše 
izkazala 30-minutna inkubacija na pH 5, ki je povečala preživetje po 60 in 90 min več 
kot 10-krat v primerjavi s kontrolo na pH 7 (slika 39B). Še vedno pa pri sevu M5 nismo 
opazili preživelih kolonij po 120 minutah na pH 2, ne glede na prilagoditveno fazo. 
 
 
 
Slika 39: Vpliv prilagoditve na nizek pH pri različnih vrednosti (pH 2−7) na preživetje sevov L.plantarum 
KR6 (A) in L. plantarum M5 (B) med inkubacijo pri letalno nizkem pH (pH 2). Meja detekcije je bila 100 
KE/ml. Vrednosti na grafu predstavljajo povprečja poskusov in relativne napake (standardna deviacija 
deljena s povprečjem vzorcev), preračunane na naravno skalo. 
 
Figure 39: Influence of acid adaptation treatments at different pH values on the survival of L. plantarum 
KR6 (A) and L. plantarum M5 (B) during incubation in lethal acidic condition (pH 2). The limit of 
detection was 100 CFU/ml; The values plotted represent the sample means and relative errors (standard 
deviation, divided by sample mean), as calculated on the natural scale. 
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4.3.3 Spremembe v izražanju genov atpA, cfa1, hisD in mleS ob izpostavitvi 
izbranih sevov L. plantarum nizkemu pH 
 
Glede na opaženo dobro sposobnost prilagoditve izbranih sevov L. plantarum KR6 in 
M5 na nizek pH, smo v naslednji fazi preverili, kateri mehanizmi prilagoditve na nizek 
pH so pri tem aktivirani. Testirali smo spremembe v izražanju štirih genov, ki jih 
povezujejo z glavnimi mehanizmi odgovora na stres nizkega pH (Broadbent in sod., 
2010; Koponen in sod., 2012; van de Guchte in sod., 2002). Preverjali smo spremembe 
v izražanju genov atpA, ki kodira alfa podenoto H+-ATPaze, in cfa1, ki  je povezan s 
spremembami membranske sestave, saj kodira encim, ki spreminja nenasičene 
maščobne acilne verige v njihove ciklopropanske derivate in s tem vpliva na 
permeabilnost membrane. Preverljali smo tudi spremembe izražanja gena mleS, ki 
kodira dehidrogenazo malat. Povečanje njegovega izražanja pomeni prehod v 
malolaktično fermentacijo. Zadnji testirani gen pa je bil hisD, ki kodira histidinol 
dehidrogenazo, vpleteno v zadnja dva koraka biosinteze bazične amino kisline histidina. 
 
Kulture sevov KR6 in M5 smo gojili do pozne eksponentne faze, kulturo razdelili v tri 
alikvote in vsak alikvot v prilagoditveni fazi inkubirali 30 minut na gojišču MRS z 
različnimi vrednosti pH. Kontrolni alikvot je bil inkubiran pri pH 7. Enega od alikvotov 
smo inkubirali pri pH vrednosti, ki smo jo predhodno določili kot optimalno za 
prilagoditveni tretma. Ta vrednost je bila 4,5 za sev KR6 in 5 za sev M5. Tretji alikvot 
pa smo istočasno izpostavili močno kisli pH vrednosti, ki pa še ni smrtna za nobenega 
od obeh sevov, in sicer pH 2,5. Ob času 0 in po 30 minutah smo iz alikvotov vzeli 
vzorce, v katerih smo nato preverili raven izražanja izbranih 4 genov z metodo qPCR 
(poglavje 3.2.3.4). 
 
Rezultati analize qPCR so pokazali, da se je v sevu KR6, ki se je v predhodnih poskusih 
izkazal kot odpornejši na pH, izražanje gena cfa1 statistično značilno povečalo (t-test, 
P<0,05) (slika 40A) kar za približno 3-krat, če je bil izpostavljen nizkemu pH (4,5 
oziroma 2,5). Prav tako je bilo v sevu KR6 povečano izražanje gena hisD, ki pa je bilo 
statistično značilno samo pri prilagoditvenem pH 4,5. Medtem pa smo pri  pH 2,5 
opazili povečano ekspresijo gena atpA, ki sicer ni bila statistično značilna, česar pa 
nismo opazili pri pH 4,5, kjer je bilo relativno izražanje gena atpA okrog 1. Pri obeh pH 
smo opazili tudi majhno povečanje izražanja gena mleS, ki pa prav tako ni bilo 
statistično značilno. 
 
Pri sevu M5 smo opazili nekoliko povečano izražanje vseh štirih genov ob inkubaciji pri 
pH 5 (slika 40B), čeprav je bilo povišanje statistično značilno samo za gena hisD in 
mleS (t-test, p<0,05). Pri izpostavitvi pH 2,5 pa izražanje štirih genov ni bilo statistično 
značilno povečano. Rahlo povečano je bilo izražanje gena hisD, pri genih atpA in cfa1 
pa je bila standardna deviacijo prevelika, da bi lahko jasno interpretirali rezultate. 
Izražanje gena mleS pa se je pri pH 2,5 celo nekoliko zmanjšalo. 
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Slika 40: Spremembe izražanja štirih izbranih genov (atpA, cfa1, mleS, hisD) pri sevih L. plantarum KR6 
(A) in M5 (B) po 30 min inkubacije pri prilagoditvenem pH (svetlo siva; 4,5 ali 5 za KR6 ali M5) ali pH 
2,5 (temno siva), relativno glede na spremembe izražanja pri kontrolnem pH 7. *Statistično značilno 
povečano izražanje (t-test, p<0,05). 
 
Figure 40: Changes in expression levels of the four tested genes (atpA, cfa1, mleS, hisD) in L. plantarum 
KR6 (A) and M5 (B) strains after 30 min incubation at adaptation pH (light grey; 4,5 or 5 for KR6 and 
M5, respectively) and pH 2,5 (dark grey), relative to the changes in expression when incubated at pH 7. 
*Statistically significant upregulation (t-test, p<0.05). 
 
4.3.4  Vpliv nizkega pH na preživetje in integriteto celične membrane  
 
Pri inkubaciji bakterijskih celic pri nizkem pH je za sposobnost preživetja ključna 
integriteta celične membrane. Poskus preverjanja preživetja pri nizkem pH in ohranjanja 
integritete celične membrane smo zastavili enako kot za testiranje izražanja genov s 
qPCR, saj smo kulturi obeh sevov po 6 urah gojenja izpostavili trem različnim 
vrednostim pH za 30 minut, in sicer pH 2,5, subletalnemu pH (4,5 za sev KR6 in 5 za 
M5) in kontrolnemu pH 7. Po končani inkubaciji smo vzorce tretirali s komercialnim 
barvilom Live/Dead® BaclightTM in kot alternativo prešteli na ploščah MRS (poglavje 
3.2.3.5). Barvilo (Live/Dead® BaclightTM) deluje na principu, da propidijev jodid, 
barvilo, ki oddaja rdečo fluorescenco, vstopa le v celice s poškodovano membrano, ki 
so mrtve, medtem ko zeleno barvilo SYTO® 9 obarva vse celice. Na podlagi razmerja 
med zeleno in rdečo fluorescenco lahko določimo delež preživelih celic. S poskusom 
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smo želeli dokazati, ali nizek pH vpliva na integriteto celične membrane in v kolikšni 
meri je integriteta membrane okrnjena pri subletalnem pH in pri močno kisli vrednosti 
2,5. Zanimala nas je tudi primerjava rezultatov ugotavljanja živosti  s štetjem na ploščah 
in z diferencialnim barvanjem s fluorescenčnima barviloma.  
 
Rezultati so potrdili, da sta oba seva zelo odporna na subletalne vrednosti pH, saj se 
delež živih celic ni zmanjšal, ampak celo povečal (slika 41). Zanimivo pa je odstopanje 
pri kontrolni pH vrednosti 7, kjer smo s štetjem na ploščah dobili večji delež živih celic 
kot z barvanjem, tudi standardna deviacija je pri metodi štetja na ploščah večja. Precej 
nižji delež preživetja pa je bil pri pH 2,5. Število KE je padlo iz 108 na okrog 107 pri 
sevu KR6 in na okrog 106 pri sevu M5. Sev KR6 je izkazal boljše preživetje, vendar je 
bilo tudi odstopanje med poskusi večje. Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da pri 
zelo nizkih vrednostih pH (pH 2,5), poškodbe celične membrane sovpadajo z manjšim 
deležem preživelih celic, pri subletalnih vrednostih pH pa ne prihaja do večjih 
membranskih poškodb. 
 
 
Slika 41: Preživetje sevov, KR6 (A) in M5 (B) pri nizkem pH, ugotovljeno z metodo diferencialnega 
barvanja (Live/Dead® BaclightTM) (temno siva) in štetjem na ploščah (svetlo siva).  
 
Figure 41: Survival of acid pH exposure of two strains, KR6 (A) and M5 (B), determined with differential 
staining method (Live/Dead® BaclightTM) (dark grey) and cell plate count (light grey). 
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4.3.5 Navzkrižna odpornost sevov L. plantarum, prilagojenih na nizek pH, na 
druge dejavnike stresa 
 
4.3.5.1 Vpliv prilagoditve na nizek pH na odpornost proti simuliranim razmeram 
prebavil 
 
V predhodnih poskusih (poglavje 4.3.2) smo opazili dobro sposobnost sevov L. 
plantarum KR6 in M5 za prilagoditev na neugodne razmere kislega pH. Zanimalo nas 
je tudi, ali lahko izpostavitev prilagoditvenim vrednostim pH izboljša tudi preživetje v 
simuliranih razmerah prebavil. Oba seva (KR6 in M5) smo v 30-minutni prilagoditveni 
fazi inkubirali v gojišču MRS z znižanim pH (4,5 in 5) in ju nato izpostavili 
simuliranim razmeram prebavil (poglavje 3.2.4.2), ki vključujejo fazo 3-urne 
izpostavitve simuliranemu želodčnemu soku, ki ima nizek pH in vsebuje pepsin, ki ji 
sledi faza izpostavitve črevesnemu soku, ki vsebuje žolčne soli ter pankreatin (slika 
42A). Preživetje smo ugotavljali s štetjem na ploščah (KE/ml). 
 
 
Sev M5 prav tako kot sev dobro preživi simulirane želodčne razmere, saj se število 
KE/ml med 3-urno inkubacijo ni zmanjšalo (slika 42B). Opazili pa smo veliko 
občutljivost za simulirane črevesne razmere, saj se je število KE/ml po inkubaciji v 
želodčnem soku s pH 3 in 3-urni inkubaciji v simuliranih črevesnih razmerah zmanjšalo 
za 4 logaritemske enote oziroma za 5 pri želodčnem soku s pH 2,4. Pri tem razlik v 
preživetju ni bilo, če je bil sev prilagojen na nizek pH ali ne. Opazili pa smo boljše 
preživetje v simuliranem črevesnem soku, če želodčni sok, ki so mu bili izpostavljeni 
pred tem, ni bil zakisan. 
 
Pri sevu KR6 smo opazili, da je enako kot sev M5, zelo dobro preživel simulirane 
želodčne razmere, saj se število ni zmanjšalo tudi ob izpostavitvi pH 2,4 za 3 ure (slika 
42C), kar je neodvisno od prilagoditvenega pH. V simuliranem črevesnem soku pa smo 
opazili škodljivi učinek žolčnih soli, saj je število KE/ml močno padlo. Če je bila 
inkubacija na želodčnem soku pri pH 3, se število iz 108 KE/ml po želodčni fazi 
zmanjša na 107 KE/ml po črevesni fazi, če je bil sev prilagojen na nizek pH, oziroma na 
106 KE/ml, če je bil inkubiran na pH 7. Če je bila inkubacija v simuliranem želodčnem 
soku pri pH 2,4, pa smo opazili manjši pozitiven učinek prilagoditvenega pH, saj je log 
KE/ml v tem primeru 4,9, pri kontrolnem pH pa 4,3. Opazili pa smo tudi boljše 
preživetje v simuliranem črevesnem soku, če želodčni sok ni bil zakisan. 
 
Če primerjamo seva, opazimo boljše preživetje seva KR6, zlasti ob predhodni inkubaciji 
pri pH 4,5 v simuliranem črevesnem soku, ki ima zelo škodljiv učinek na oba seva. Pri 
sevu M5 pa nismo opazili izboljšanja preživetja ob izpostavitvi pH 5. Pri obeh sevih pa 
smo opazili boljše preživetje v simuliranih črevesnih razmerah, če sta bila predhodno 
izpostavljena simuliranemu želodčnemu soku s pH 7. Iz rezultatov lahko sklepamo, da 
prilagoditev na nizek pH nima velikega vpliva na preživetje simuliranih razmer 
prebavil, saj ne zaščiti sevov pred škodljivim vplivom žolčnih soli. 
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Slika 42: Preživetje sevov L. plantarum M5 (B) in KR6 (C) v simuliranih gastrointestinalnih razmerah. 
Shematski prikaz poskusa je prikazan na sliki A. Alikvote obeh sevov smo izpostavili prilagoditveni 
vrednosti pH pred simuliranim gastorintestinalim prehodom in so prikazane z rdečimi črtami, medtem ko 
so kontrolni vzorci prikazani s črnimi. Faza prehoda skozi želodec je osenčena rdeče in črevesna faza 
modro. Preživetje obeh sevov smo določili ob času 0, ob koncu prilagoditvene faze (30 min), ob koncu 3-
urne želodčne faze in ob koncu 3-urne izpostavitve simulirani črevesni fazi. Meja detekcije je bila 100 
KE/ml. 
 
Figure 42: Survival of L. plantarum M5 (B) and KR6 (C) in simulated gastrointestinal conditions. 
Schematic representation of the assay is presented in panel A. Aliquots of both cultures which were 
adapted to acid prior to exposure to simulated gastrointestinal tract passage are represented by red lines 
and non-acid-adapted aliquots are presented by black lines. The gastric phase is shaded red and the 
intestinal phase blue. Viability was determined at t=0, at the end of acid adaptation phase (0,5 h), at the 
end of 3 h exposure to simulated gastric conditions and at the end of 3 h exposure to simulated intestinal 
conditions. Limit of detection was 100 CFU/ml. 
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4.3.5.2 Vpliv prilagoditve na nizek pH na odpornost proti žolčnim solem 
 
Zaradi slabega preživetja v žolču pri testiranju simuliranih razmerah prebavil (slika 42), 
smo preverili vpliv žolča še brez predhodne izpostavitve simuliranim želodčnim 
razmeram (poglavje 3.2.4.1). Oba seva (L. plantarum KR6 in M5) smo gojili do pozne 
eksponentne faze, kateri je sledila 30 min inkubacija na gojišču MRS z različnim pH. 
Kontrolni vzorec je bil inkubiran na pH 7, drugi pa na pH vrednosti, ki smo jo 
predhodno določili kot optimalni prilagoditveni tretma. Ta vrednost je bila 4,5 za sev 
KR6 in 5 za sev M5. Nato smo seva dve uri inkubirali na treh različnih koncentracijah 
žolčnih soli (0,1, 0,2 in 0,3 %) ter kontroli brez žolčnih soli z vzorčenjem za štetje na 
ploščah. 
 
Sev L. plantarum KR6 je zelo občutljiv za žolčne soli (slika 43A), saj se je vrednost 
KE/ml bistveno zmanjšala že po 30 min izpostavitve, medtem ko je bilo zmanjšanje 
med 30 in 120 min zelo majhno. Po 30 min inkubacije z 0,1 % žolčnih soli je iz 
začetnega števila 108 KE/ml, pri alikvotu prilagojenem na nizek pH, število padlo za 4 
log KE/ml, pri kontroli pa samo za 2. Pri koncentraciji žolčnih soli 0,2 % se je prav tako 
pokazalo boljše preživetje v primeru, ko bakterije niso bile prilagojene na nizek pH. 
Število se je v 30 min iz 108 KE/ml zmanjšalo na 3∙104 KE/ml pri netretirani in na 6∙103 
KE/ml pri alikvotu, izpostavljenem pH 4,5. Koncentracija žolčnih soli 0,3 %, ki je bila 
uporabljena tudi v poskusih simulacije razmer v prebavilih, je dala podobne rezultate. V 
30 min izpostavitve takšni koncentraciji je število padlo z 108 KE/ml na 4∙103 KE/ml pri 
prilagojenem in na 104 KE/ml pri kontrolnem vzorcu.  
 
Sev L. plantarum M5 je prav tako zelo občutljiv za žolčne soli (slika 43B). Opazili smo 
velik padec števila KE/ml že po 30 min izpostavitve žolčnim solem, v nekaterih 
primerih pa dodatno še do 60 min, medtem ko se število celic med 60 in 120 min 
izpostavitve skoraj ni spreminjalo. 0,1 % koncentracija žolčnih soli je povzročila 
zmanjšanje z 109 na 3∙105 KE/ml v 30 min in na 5∙104 KE/ml v naslednjih 30 min, če je 
bil sev prilagojen na nizek pH. Pri kontroli pa je bilo zmanjšanje števila na 5∙106 KE/ml 
po 30 min in nato na 9∙105 KE/ml. Razlika med različno tretiranima vzorcema je bila 
velika. Pri 0,2 % žolčnih soleh pa razlike v preživetju med prilagojenim in kontrolnim 
vzorcem skoraj ni, saj je v obeh primerih po 60 min izpostavitve log KE/ml enak 4,5. 
Pri 0,3 % žolčnih soli smo opazili razliko po 30 min inkubacije, ko je bilo v  kontrolnem 
vzorcu za 1,5 log KE/ml več preživelih bakterij kot v vzorcu, prilagojenem na nizek pH, 
vendar se je število kasneje izenačilo in je bilo po 60 min v obeh primerih okrog 4. 
 
Oba seva sta zelo občutljiva za žolčne soli. Največjo razliko smo opazili pri 0,1 % 
žolčnih soli, kjer se je pokazal največji neugodni vpliv kislega pH pri obeh sevih. Pri 
kontrolnem pH (7) je bilo preživetje boljše, prilagoditev na nizek pH pa je očitno 
škodovala sevom ob nadaljnji izpostavitvi žolčnim solem, kar kaže na škodljivo 
kombinacijo pH in žolčnih soli. Večja razlika med alikvoti je bila opažena pri sevu 
KR6, kjer je prilagoditev na nizek pH zmanjšala preživetje tudi na višjih koncentracijah 
žolčnih soli.  
 
 
Šeme H.  Odziv izbranih sevov Lactobacillus plantarum na kislo okolje in stacionarno fazo rasti.  
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2015  
 
85 
 
 
Slika 43: Preživetje sevov KR6 (A) in M5 (B) med 120-minutno inkubacijo v prisotnosti žolčnih soli v 
različnih koncentracijah od 0 do 0,3 %. Oba seva sta bila pred tretmajem z žolčnimi solmi za 30 min 
izpostavljena prilagoditvenemu pH (rdeče črte) ali kontrolnem pH (zelene črte). Meja detekcije je bila 
100 KE/ml. Vrednosti na grafu predstavljajo povprečja poskusov in relativne napake (standardna 
deviacija deljena s povprečjem vzorcev), preračunane na naravno skalo. 
 
Figure 43: Survival of strains KR6 (A) and M5 (B) during 120 min incubation with bile salts in 
concentrations ranging from 0 to 0,3 %. Both strains were exposed to adaptive pH (red lines) or control 
pH (green lines) for 30 minutes prior to bile salt treatment. The limit of detection was 100 CFU/ml; The 
values plotted represent the sample means and relative errors (standard deviation, divided by sample 
mean), as calculated on the natural scale. 
 
4.3.5.3 Vpliv prilagoditve na nizek pH na preživetje med liofilizacijo 
 
Industrijski sevi morajo biti prilagojeni tudi na postopke priprave sevov  za dolgotrajno 
shranjevanje, kot je liofilizacija. Iz tega razloga smo ovrednotili preživetje sevov L. 
plantarum KR6 in M5 med liofilizacijo, pri čemer smo poskusili tri različne zaščitne 
snovi (glicerol, inulin, posneto mleko). Zanimalo nas je tudi, ali prilagoditveni 
mehanizmi, ki povečajo odpornost proti nizkemu pH, lahko pomagajo tudi pri boljšem 
preživetju postopka liofilizacije. Kulturo obeh sevov smo gojili do pozne eksponentne 
faze in jo razdelili v dva alikvota, ki smo ju za 30 minut izpostavili prilagoditvenemu 
pH (4,5 za sev KR6 in 5 za M5) oziroma kontrolnemu pH (7). Vsak alikvot smo nato še 
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nadalje razdelili na štiri dele ter pelet resuspenidrali v različnih zaščitnih sredstvih 
oziroma v fiziološki raztopini. Pred liofilizacijo je imel vsak alikvot približno 109 
KE/ml (poglavje 3.2.4.3).  
 
Preživetje med  liofilizacijo je bilo pri obeh testiranih sevih najboljše, če smo kot 
zaščitno snov uporabili 10-odstotno raztopino posnetega mleka (slika 44), pri čemer 
prilagoditev na nizek pH ni imela bistvenega vpliva. Predhodna prilagoditev na nizek 
pH pa je imela zelo velik vpliv, če smo kot zaščitno sredstvo uporabili inulin. Inulin se 
je pri kontrolnih razmerah pH brez prilagoditve na nizek pH izkazal kot neustrezno 
zaščitno sredstvo, saj je bilo preživetje liofilizacije med 10 in 20 %, podobno kot če ne 
uporabimo zaščitnega sredstva. Po prilagoditvi na nizek pH pa se stopnja preživetja pri 
sevu KR6 poveča na 60 % oziroma pri sevu M5 na 82 %. Če je bil kot zaščitno sredstvo 
uporabljen 10-odstotni glicerol, nismo dobili preživelih kolonij, ne glede na prilagoditev 
na nizek pH. 
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Slika 44: Preživetje sevov KR6 (A) in M5 (B) med liofilizacijo, izraženo v % preživetja, v odvisnosti od 
uporabljenega zaščitnega sredstva. Alikvote kulture obeh sevov smo izpostavili 30-minutni prilagoditvi 
na pH 4,5 oziroma 5 pred liofilizacijo (svetlo sivi stolpci) in primerjali s kontrolnim pH 7 (temno sivi 
stolpci). Meja detekcije je bila 100 KE/ml. *Statistično značilno boljše preživetje v primerjavi s 
kontrolnim vzorcem brez prilagoditve na nizek pH (t-test, p<0.05). 
 
Figure 44: Survival of the strains KR6 (A) and M5 (B) during lyophilisation, expressed in % of survival, 
depending on lyoprotectants. Aliquots of cultures of both strains were exposed to pre-adaptation at pH 
values (5 or 4,5) for 30 min before lyophilisation (light grey columns) and compared to unadapted 
controls (pH 7 – dark grey columns). Limit of detection was 100 CFU/ml. *statistically significant higher 
survival in comparison with acid unadapted aliquot (t-test, p<0.05). 
 
4.3.5.4 Vpliv prilagoditve na nizek pH na preživetje pri nizkih temperaturah 
 
Probiotiki so lahko nizkim temperaturam izpostavljeni tako tekom manipulacije sevov 
med proizvodnjo kot tudi med shranjevanjem končnega produkta. Raziskali smo, ali 
prilagoditev na nizek pH vpliva na preživetje pri nizkih temperaturah in na morebitno 
pojavljanje navzkrižne zaščite med prilagoditvijo na nizek pH in odpornostjo proti 
nizkim temperaturam. Seva L. plantarum KR6 in M5 smo za 60 dni izpostavili nizkim 
temperaturam (4 °C) in spremljali preživetje, če smo seva inkubirali v gojišču MRS z 
glicerolom ali brez njega (poglavje 3.2.4.4). 
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Sev KR6 zelo dobro preživi 60 dni pri nizkih temperaturah, saj je število ostalo nad 106 
KE/ml ves čas inkubacije pri 4 °C (slika 45A). Bistvenih razlik med različno 
pripravljenimi alikvoti na začetku ni bilo, opazili pa smo jih  po 50 dneh inkubacije na 4 
°C. Najbolje so preživele bakterije, ki niso bile izpostavljene prilagoditvi na nizek pH, 
pri čemer je bilo v alikvotu  z glicerolom končno število 1,3∙107, v tistem brez glicerola 
pa 6∙107 KE/ml. Če pa je bil sev izpostavljen pH 4,5, so se po 50 dneh inkubacije 
pojavile razlike v preživetju, saj je število v tem alikvotu padlo na 6,5 log KE/ml. 
  
Sev M5 pa je slabše preživel nizke temperature (slika 45B). Najboljše preživetje smo 
ugotovili v primeru prilagoditve na nizek pH in z inkubacijo v glicerolu, do razlike od 
netretiranega alikvota je prišlo šele na koncu inkubacije. Končna razlika med 
alikvotoma je kar za 1,5 log KE/ml. Sevu M5 je dodatek glicerol pri dolgotrajni 
inkubaciji na 4 °C koristil, saj se je ob njegovi odsotnosti ne glede na predhodno 
tretiranje število KE/ml drastično zmanjšalo ter padlo pod mejo detekcije že po 14 dneh 
inkubacije. 
 
Primerjava sevov je pokazala veliko boljše preživetje seva KR6 med 60-dnevno 
inkubacijo pri 4 °C. Pri slednjem smo opazili negativen vpliv prilagoditve na pH, 
medtem ko je sevu M5 tako tretiranje koristilo. Sev M5 je pokazal večjo občutljivost za 
nizke temperature ob odsotnosti  glicerola. 
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Slika 45: Preživetje sevov L. plantarum KR6 (A) in M5 (B) med izpostavitvijo nizkim temperaturam (4 
°C). Alikvoti so bili resupenidrani v MRS s 30-odstotnim glicerolom (romb) ali samo v gojišču MRS 
(krog). Pred tem pa sta bila seva izpostavljena prilagoditvenemu pH (rdeče črte) ali nevtralnemu pH 
(kontrola) (črne črte) za 30 min. Meja detekcije je bila 100 KE/ml. Vrednosti na grafu predstavljajo 
povprečja poskusov in relativne napake (standardna deviacija, deljena s povprečjem vzorcev), 
preračunane na naravno skalo. 
 
Figure 45: Survival of L. plantarum KR6 (A) and M5 (B) during exposure to low temperatures (4 °C). 
Aliquotes of the strains were resuspended in MRS with 30 % glycerol (rhombus) or in MRS medium 
(circle). Strains were before treatment acid adapted (red lines) or not (black lines) for 30 minutes. Limit of 
detection was 100 CFU/ml. The values plotted represent the sample means and relative errors (standard 
deviation, divided by sample mean), as calculated on the natural scale. 
 
Zanimalo nas je, ali do razlik v številu med vzorci, inkubranimi z glicerolom in 
kontrolo, pride zaradi različnega pH, zato smo skupaj s spremljanjem KE/ml spremljali 
tudi profil pH, ki pa se ni razlikoval niti med alikvoti niti med sevoma (slika 46). Očitno  
pa je padla vrednost pH tekom inkubacije, kar nakazuje, da je najverjetneje prišlo do 
rasti kultur in nastajanja mlečne kisline. 
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Slika 46: Vrednost pH med 60-dnevno izpostavitvijo sevov L. plantarum KR6 (A) in M5 (B) nizkim 
temperaturam (4 °C). Alikvoti so vsebovali celice laktobacilov, resuspendirane v gojišču MRS z 30-
odstotnim glicerolom (romb) ali v samem gojišču MRS (krog). Pred tem pa sta bila seva izpostavljena 
prilagoditvenemu pH (rdeča) ali kontrolnemu pH (črna) za 30 min. Vrednosti na sliki so povprečje dveh 
paralelk. 
 
Figure 46: pH values during 60 day exposure of L. plantarum KR6 (A) and M5 (B) to low temperatures 
(4 °C). Aliquotes contained bacterial cells resuspended in MRS with 30 % glycerol (rhombus) or in MRS 
medium (circle). Strains were before treatment for 30 minutes acid adapted (red) or not (black). Values on 
the figure represent mean of two paralels. 
 
4.3.5.5 Vpliv prilagoditve na nizek pH na odpornost proti oksidativnemu stresu 
 
Zanimala nas je tudi morebitna navzkrižna odpornost proti nizkemu pH in 
oksidativnemu stresu, ki je bil povzročen z vodikovim peroksidom. Zanimalo nas je, ali 
prilagoditev na nizek pH pripravi seve tudi na to vrsto stresa. Oba seva (L. plantarum 
KR6 in M5) smo tretirali kot pri ostalih poskusih in izpostavili prilagoditvi na nizek pH. 
Sledila je 30-minutna izpostavitev vodikovemu peroksidu, in sicer 0,1 in 0,2 % 
koncentraciji (3.2.4.5). 
 
Sev L. plantarum KR6 je pokazal veliko občutljivost za vodikov peroksid (slika 47A). 
Že po 15 min izpostavitve je prišlo do odmiranja, še večje pa je bilo zmanjšanje števila 
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KE/ml po 30 min. Če smo sev izpostavili 0,1 % peroksida, je po 15 min število upadlo 
samo za 0,5 log KE/ml, neodvisno od tega, ali so bile bakterije predhodno prilagojene 
na nizek pH ali ne. Razlika pa se je pojavila po 30 min izpostavitve, ko je bilo preživetje 
v kontrolnem alikvotu boljše za 1,5 log KE/ml kot v alikvotu s celicam, prilagojenimi 
na nizek pH. Pri 0,2 % koncentraciji vodikovega peroksida smo zasledili odmiranje že 
po 15 min izpostavitve, pri čemer se je kontrolni alikvot prav tako izkazal boljše, saj je 
bilo preživetje bakterij v njem za 1 log KE/ml boljše. Razlika pa se je zmanjšala po 30 
min izpostavitve H2O2. 
 
Tudi sev M5 je bil občutljiv za H2O2 (slika 47B). Pri izpostavitvi 0,1 % koncentraciji 
vodikovega peroksida se je v 30 min število KE/ml zmanjšalo z 109 KE/ml na 3∙107 
KE/ml v alikvotu z bakterijami, ki so bile izpostavljene prilagajanju, in na 1,5∙108 
KE/ml v kontrolnem alikvotu. Tudi pri 0,2 % H2O2 so bakterije, ki niso bile 
izpostavljene kislemu pH, preživele bolje. Medtem ko je število KE ob predhodni 
prilagoditvi po 30 min izpostavitve H2O2 padlo pod mejo detekcije, je kontrolni alikvot 
vseboval 6∙105 KE/ml. 
 
Izkazalo se je, da je H2O2 zelo škodljiv za oba seva, prilagoditev na nizek pH pa ne 
izboljša preživetja oksidativnega stresa, ampak ga celo poslabša. Zaščita pred nizkim 
pH ne zaščiti celic pred H2O2. Razlike so bile zelo opazne pri sevu M5, kjer je bilo 
preživetje (0,2 % koncentraciji vodikovega peroksida) v kontrolnem alikvotu za 3 log 
KE/ml enote boljše kot v alikvotu s predhodno prilagojenimi bakterijami. 
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Slika 47: Preživetje sevov L. plantarum KR6 (A) in M5 (B) med izpostavitvijo vodikovemu peroksidu. 
Alikvoti sevov so bili pred tem izpostavljeni prilagoditvenemu pH (rdeča) ali kontrolnemu (črna) za 30 
min. Meja detekcije je bila 1000 KE/ml. Vrednosti na grafu predstavljajo povprečja poskusov in relativne 
napake (standardna deviacija, deljena s povprečjem vzorcev), preračunane na naravno skalo 
 
Figure 47: Survival of L. plantarum KR6 (A) and M5 (B) of exposure to hydrogen peroxide. Aliquotes of 
the strains were before treatment acid adapted (red lines) or not (black lines) for 30 minutes. Limit of 
detection was 1000 CFU/ml. The values plotted represent the sample means and relative errors (standard 
deviation, divided by sample mean), as calculated on the natural scale.  
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
5.1 PRIMERJAVA RAZLIČNIH SEVOV LACTOBACILLUS PLANTARUM  
 
Glavni namen doktorskega dela je bil raziskati vpliv stresnih razmer, pogojenih s kislim 
okoljem in z razmerami v stacionarni fazi rasti, na izbrane seve vrste Lactobacillus 
plantarum. Poleg tega smo analizirali tudi potencial nekaterih od preučevanih sevov za 
probiotično uporabo. Poleg tipskega seva L. plantarum B-4496 (ATCC 14917) in 
komercialnega seva L. plantarum 299v smo v okviru doktorskega dela uporabili tudi 2 
seva L. plantarum iz mikrobne zbirke Laboratorija za tehnologijo antibiotikov, 
encimov, pribiotikov in starterskih kultur na Fakulteti za živilsko tehnologijo in 
biotehnologijo v Zagrebu (M5 in SF9). V sklopu te raziskave pa smo osamili več 
različnih sevov iz fermentiranih živil in med njimi izbrali dva izolata iz kisle repe, ki se 
uvrščata v vrsto L. plantarum, poimenovali pa smo ju KR3 in KR6. Ko smo primerjali 
njihov makrorestrikcijski profil z metodo PFGE, smo opazili zelo veliko raznolikost 
(slika 17), kar sovpada z ugotovitvami drugih podobnih raziskav (Pepe in sod., 2004; 
Scolari in sod., 2002), saj vrsta L. plantarum velja za eno izmed najbolj raznolikih 
(Siezen in van Hylckama Vlieg, 2011). Raznolikost izbranih sevov se je ponovno 
pokazala pri merjenju rasti na štirih različnih sladkorjih (glukoza, fruktoza, rafinoza in 
laktoza). Sevi so se med seboj razlikovali v hitrosti rasti in sposobnosti fermentacije 
laktoze in rafinoze (slika 18). Sev KR6 je pokazal najboljšo rast na vseh 4 sladkorjih. V 
tej študiji sicer nismo primerjali njihovih genomov, vendar je možno, da je ta 
raznolikost povezana z obstojem regij v genomu vrste L. plantarum, ki so povezane s 
preživetjem. V teh regijah se nahajajo tudi geni za metabolizem različnih ogljikovih 
hidratov (Molenaar in sod., 2005; Siezen in van Hylckama Vlieg, 2011). Prav tako ima 
6 izbranih sevov različen izvor, kar je lahko vplivalo na njihove metabolne lastnosti, 
vendar pa v drugih raziskavah niso uspeli pokazati povezave med izvorom sevov in 
njihovimi lastnostmi (Molenaar in sod., 2005; Parente in sod., 2010). Pri preučevanih 
sevih L. plantarum smo našli razlike tudi med sevi iz istega vira. Oba seva, KR3 in 
KR6, izvirata iz kisle repe, vendar se razlikujeta tako v makrorestrikcijskem profilu kot 
tudi hitrosti rasti na različnih sladkorjih. Čeprav poznamo izvor določenega seva, ne 
moremo zagotovo sklepati, da je sev na okolje, iz katerega smo ga osamili, tudi dobro 
prilagojen, saj bakterije lahko prehajajo med ekološkimi nišami. Po sposobnosti rasti v 
prisotnosti različnih sladkorjev se je najboljše izkazal sev KR6, saj je skoraj enako hitro 
rasel na vseh štirih testiranih sladkorjih, kar mu v črevesju lahko omogoča prednost 
pred ostalimi bakterijami. Sev KR6 smo identificirali kot najboljši probiotični kandidat 
med šestimi izbranimi sevi tudi kar zadeva varnost, saj je občutljiv na vse antibiotike, ki 
so po priporočilih EFSA pomembni v medicini in jih je potrebno vključiti v preskušanje 
varnosti bakterijskih sevov, namenjenih za prehrano ljudi (2012). 
 
5.2 VPLIV STRESNIH RAZMER STACIONARNE FAZE RASTI NA IZBRANE 
SEVE LACTOBACILLUS PLANTARUM 
 
Vpliv dolgotrajne stacionarne faze na laktobacile je doslej ostal slabo raziskan. Opisane 
so že razlike v preživetju (do 96 ur) − L. plantarum WCFS1 (Marco in Kleerebezem, 
2008) in L. casei (Hussein in sod., 2009a) − glede na uporabljeno gojišče. Če je bil sev 
L. casei izpostavljen dolgotrajni stacionarni fazi do 30 dni, je bolje preživel v gojišču 
brez dodanih sladkorjev (Hussain in sod., 2009b), kar je verjetno povezano z manjšim 
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znižanjem vrednosti pH in manjšimi koncentracijami proizvedene mlečne kisline ter 
etanola. V gojišču brez sladkorja sicer nastaja več mravljične kisline, pa tudi proteinski 
profil je drugačen, saj je povečano izražanje proteinov, povezanih z alternativnimi viri 
ogljikovih hidratov (Al-Naseri in sod., 2013). Ko smo 6 sevov gojili v dolgotrajni 
stacionarni fazi do 30 dni, smo prav tako opazili razlike v preživetju med sevi. Pri 
tipskem sevu B-4496 je bilo število KE/ml pod mejo detekcije že po 16 dnevih 
kultivacije. Možno je, da vse bakterijske celice niso odmrle, ampak prešle v  
nekultivabilno stanje celic, ki so ga opisali že pri Lactococcus lactis (Ganesan in sod., 
2007) in Bifidobacterium longum (Lahtinen in sod., 2005). Lahtinen in sod. (2006) pa 
so nakazali, da lahko probiotični sevi, kot je na primer Lactobacillus acidophilus LA-5, 
med dolgotrajnim shranjevanjem preidejo v speče stanje. V naši študiji pa nas je bolj 
zanimala tista bakterijska populacija različnih sevov, ki je uspela preživeti pomanjkanje 
hranil, presežek metabolnih produktov in s tem povezan selekcijski pritisk, pri tem pa je 
ostala tudi kultivabilna. Pri L. brevis so s proteomsko analizo pokazali, da dolgotrajno 
starane kulture razgrajujejo odpadne produkte mrtvih celic (Butorac in sod., 2013) in da 
najverjetneje vsi sevi nimajo te sposobnosti ali pa so na odpadne produkte preobčutljivi. 
Ko smo primerjali posamezne kulture, zrasle iz kolonij istega seva, potem ko je bil 
izpostavljen stresu dolgotrajne stacionarne faze, smo opazili veliko razliko v rasti na 4 
različnih sladkorjih (glukoza, fruktoza, rafinoza in laktoza). Spremembe so se pokazale 
kakor izguba ali poslabšanje sposobnosti rasti na določenem ogljikovem hidratu, kot 
tudi pridobljena oziroma izboljšana rast. Spremembe so najverjetneje povezane z 
mutacijami, ki so jih celice pridobile v neugodnih razmerah stacionarne faze in 
stradanja. Mutacije, povezane z neugodnimi razmerami, so pri laktobacilih slabše 
raziskane. Pri L. plantarum Machielson in sod. (2010) niso zaznali povečanja frekvenc 
mutacij v stacionarni fazi, vendar so celice gojili samo 72 ur. Mutacije, povezane z 
metabolizmom sladkorjev, so pri L. plantarum sicer že opisali. Tako so na primer uspeli 
pridobiti spontane mutante, ki so boljše rasle na rafinozi, pri čemer spontani mutant v 
nasprotju s starševskim sevom ni potreboval indukcije za produkcijo α- in β-
galaktozdaze (Ahrné in Molin, 1991). Celice v naši študiji so bile med 30-dnevnim 
gojenjem sicer stradane, saj se je vsa glukoza verjetno porabila že v začetku, drugih 
virov ogljikovih hidratov pa jim nismo dodajali. V tem primeru so bolj smiselne 
mutacije v izgubi in poslabšanju rasti na določenem sladkorju, saj se na ta način 
bakterijske celice prilagodijo na rast brez sladkorjev in na izkoriščanje odpadnih 
produktov mrtvih celic. Možen pa je tudi pojav naključnih mutacij, ki so izboljšale 
sposobnost rasti v prisotnosti določenega sladkorja. 
 
5.2.1 Sočasna kultivacija sevov L. plantarum z E. coli ali E. faecalis 
 
Prednost rasti v stacionarni fazi (GASP) je pojav, ki pri laktobacilih do sedaj še ni bil 
raziskan. Zanimali so nas predvsem medvrstni odnosi, relevantni tudi za razmere v 
debelem črevesju, kjer bakterije nenehno tekmujejo za razpoložljiva hranila. Na 
bakterijski vrsti E. coli, ki jo najdemo tudi v človeških prebavilih, je bilo doslej 
narejenih največ študij pojava GASP. Pri poskusih mešanih kultur E. coli in različnih 
sevov L. plantarum smo zaznali trend, da kulturi sobivata, čemur pravimo tudi šibki 
GASP (slika 11, tip 2). Pri sevih L. plantarum, ki smo jih vključili v proučevanje pojava 
GASP, smo opazili naraščanje populacije laktobacilov v mešani kulturi in sobivanje z 
E. coli, pri tem pa predhodna izpostavitev kulture dolgotrajni stacionarni fazi ni bila 
nujen pogoj (slika 21, 23, 26, 27, 28). Sočasna kultivacija z E. coli je bila za seve L. 
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plantarum tudi koristna, saj so sevi v čistih kulturah odmrli bistveno prej kot v mešanih 
kulturah. Po drugi strani pa je E. coli zelo dobro preživela tudi v čisti kulturi oziroma v 
odsotnosti laktobacilov (21I, J). Z merjenjem pH smo ugotovili, da čiste kulture L. 
plantarum močneje zakisajo gojišče in verjetno proizvedejo več mlečne kisline kot pa 
mešane kulture L. plantarum in E. coli. Pri mešanih kulturah L. plantarum z E. coli je 
bil profil pH podoben kot pri gojenju E. coli same (slika 22, 24). Če smo seva fizično 
ločili z membrano, pri čemer so metaboliti še vedno lahko prehajali, seva nista sobivala, 
saj je L. plantarum začel odmirati, vendar še vedno kasneje kot v čisti kulturi in dobimo 
spodleteli fenotip GASP (slika 25). Iz tega lahko sklepamo, da je za optimalen pozitiven 
vpliv E. coli na celice L. plantarum oziroma optimalno sobivanje sevov potreben tudi 
fizični stik.  
 
Simbiotični odnosi med različnimi bakterijskimi vrstami in laktobacili so zaenkrat 
relativno slabo raziskani. Pri dveh probiotičnih kandidatih, predstavnikih vrst 
Lactococcus lactis in Enterococus mundtii, so opazili simbiozo med sevoma med 
skupnim gojenjem, ki se je odražala v večji količini biomase pri sočasni kultivaciji, za 
kar pa ni bilo potrebnega fizičnega stika, ampak primerno gojišče (Kimoto-Nira in sod., 
2012). Nekaj študij je bilo narejenih s sevi L. kefiranofaciens in s kvasovkami vrste 
Saccharomyces cerevisiae, ki imajo prav tako simbiotičen odnos. Glavni pozitivni vpliv 
so pripisali sposobnosti kvasovk, da porabljajo mlečno kislino in zmanjšujejo njen 
toksični vpliv. Kvasovke naj bi tudi stimulirale rast L. kefiranofaciens (Cheirsilp in sod., 
2003a) in preko fizičnega stika z laktobacili stimulirale produkcijo polisaharida kefirana 
(Cheirsilp in sod., 2003b).  Podoben vpliv ima verjetno tudi Escherichia coli na 
Lactobacillus plantarum, saj smo v primeru sočasne kultivacije izmerili višji pH, kar je 
verjetno posledica nižjih koncentracij nastale mlečne kisline. Vendar to najverjetneje ni 
edini pozitivni učinek, ki ga ima sočasna kultivacija. Študije mešanih kultur pa so 
pomembne tudi s stališča učinkovanja probiotikov. Mogoče je, da je probiotičen sev 
tudi v črevesju sposoben razviti simbiontski odnos z bakterijami drugih vrst. Koristen 
pa bi bil tudi razmislek o istočasnem uživanju probiotičnih sevov teh dveh bakterijskih 
vrst (Escherichia coli in Lactobacillus plantarum) skupaj. Tudi med sevi vrste E. coli 
namreč najdemo take s probiotičnim delovanjem, ki so tudi varni za uporabnika. Še prej 
pa bo potrebno bolje raziskati mehanizme delovanja E. coli na L. plantarum. 
 
V črevesju sesalcev lahko najdemo tudi bakterije rodu Enterococcus. Večino sevov tega 
rodu smatramo za komenzalne bakterije, saj na gostitelja nimajo niti škodljivega niti 
blagodejnega učinka. Je pa res, da posamezni predstavniki vrste E. faecalis v določenih 
primerih povzročajo hude okužbe pri ljudeh, zlasti v povezavi z oslabljenim imunskim 
sistemom gostitelja. Odnosi med E. faecalis in  L. plantarum so zanimivi tudi z vidika 
delovanja probiotikov, saj je lahko sposobnost vrste L. plantarum, da preraste E. 
faecalis, pozitivna lastnost. V poskusih GASP z mešanimi kulturami E. faecalis in L. 
plantarum smo opazili velike razlike med testiranimi sevi L. plantarum. Seva SF9 in 
KR3 sta vedno prerasla testirani sev enterokoka, zato smo sklepali, da izkazujeta  močni 
fenotip GASP (slika 31, 32). Zanimivo je, da pri tem starost kultur L. plantarum ni 
imela izrazitega vpliva. Pri sevu M5 pa je enterokoke uspešno prerasel samo izvorni sev 
M5, medtem ko je 30 dni stara kultura odmrla (slika 30). Pri sevu KR6 pa smo opazili 
prerast enterokokov samo v nekaterih primerih (slika 29), kar potrjuje, da je vsaka 
sočasna kultivacija edinstven dogodek, pri katerem se vzpostavijo drugačni razmere in 
nastajajo specifične naključne mutacije ter spremembe v sevih. Podobno je bilo pri sevu 
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299v, kjer je samo 30 dni stara kultura, kadar je bila v manjšini, kazala močni fenotip 
GASP (slika 34). Profili pH se med kulturami, ki so odmrle ali ki so bile sposobne 
prerasti drugo kulturo, niso razlikovali (slika 35). V podobni raziskavi na mešanih 
kulturah, kjer sta bila uporabljena seva E. coli in Salmonella enterica, so prav tako 
opazili močni fenotip GASP, vendar le v primeru, ko je bila stara kultura odporna proti 
antibiotiku. Z analizo fragmentov DNK s PFGE pa so opazili dodatne fragmente pri 
odpornih sevih (Bačun-Družina in sod., 2007). Zato smo tudi v naši raziskavi primerjali 
restrikcijske fragmente različnih kolonij seva L. plantarum 299v, pridobljenih po 
nacepljanju stare kulture tega seva. Med makrorestrikcijskimi fragmenti kolonij ni bilo 
razlik, kar pa ne izključuje manjših točkovnih mutacij, insercij ali delecij, ki omogočajo 
30 dnevni kulturi laktobacilov, da preraste E. faecalis. 
 
5.3 ODPORNOST IN PRILAGODITEV IZBRANIH SEVOV NA NIZEK PH 
 
Laktobacili prihajajo v stik s kislinami že v svojem naravnem okolju, saj proizvajajo 
mlečno kislino in druge kisline. Probiotične bakterije pa prihajajo v stik s kislim pH tudi 
v gastrointestinalnem traktu gostitelja. Pri laktobacilih se toleranca proti kislinam lahko 
poveča v stacionarni fazi rasti, ko se poveča tudi odpornost proti različnim vrstam 
stresa, ali pa v logaritemski fazi rasti, zaradi prilagoditve na nižji pH, če celice 
predhodno izpostavimo subletalnemu stresu (van de Guchte in sod., 2002). Testiranje 
odpornosti in prilagoditev na nizek pH je bilo opravljeno na sevih KR6 in M5, ki smo ju 
izbrali za najprimernejša probiotična kandidata zaradi dobrega izkoriščanja sladkorjev 
in varnosti, kar zadeva občutljivost proti antibiotikom, pomembnim v medicini. Pri 
testiranju odpornosti proti nizkim vrednostim pH smo uporabili celice v stacionarni fazi 
rasti, ko so celice praviloma bolj odporne. Izkazalo se je, da je med sevoma znatna 
razlika v odpornosti proti nizkemu pH, pri čemer se je sev KR6 izkazal za odpornejšega 
(slika 38). Mejni vrednosti pH, pri katerih seva dobro preživita tudi 3 ure, sta 2,3 za 
KR6 in 2,4 za M5. Zanimivo je, da je bila samo za 0,1 nižja vrednost pH že smrtna za 
oba seva. Boljšo odpornost seva KR6 morda lahko povežemo z izvorom sevov in 
prilagoditvijo na tisto okolje, saj je bil sev KR6 izoliran iz kisle repe, kjer je pH 
običajno pod 4, sev M5 pa iz sira, kjer je pH običajno med 4,2 in 4,6. Povezave med 
virom izolacije in odpornostjo proti stresu v predhodnih študijah sicer niso uspeli 
dokazati. Parente in sod. (2010) so na primer primerjali 63 različnih sevov 
Lactobacillus plantarum in niso našli povezave med virom izolacije in odpornostjo proti 
različnim stresnim dejavnikom. Razlog za to je lahko tudi, da vir izolacije ne pomeni 
nujno tudi njegovo domačo ekološko nišo, na katero je sev prilagojen, saj sevi prehajajo 
med njimi. 
 
Seva KR6 in M5 sta se sicer izkazala za relativno odporna proti kislemu okolju, kar je 
pomembna lastnost potencialnih probiotikov, ki morajo nizek pH čim bolje preživeti. V 
želodcu ljudi pH variira med 1,5 in 4,5, odvisno od količine in vrste zaužite hrane 
(Verdenelli in sod., 2009), med postenjem pa lahko pade tudi do pH 1 (Corcoran in 
sod., 2008). Pri laktobacilih se toleranca proti kislinam lahko poveča v stacionarni fazi 
rasti, ko se poveča tudi odpornost proti različnim drugim vrstam stresa. V logaritemski 
fazi rasti pa se odpornost lahko izboljša v primeru prilagoditve na nižji pH, če celice 
predhodno izpostavimo subletalnemu stresu (van de Guchte in sod., 2002). Tudi v tej 
raziskavi smo uspeli izboljšati odpornost obeh sevov na nizek pH s pomočjo predhodne 
30-minutne prilagoditve na nizek, a ne smrten pH. Za vsak sev posebej smo poiskali 
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optimalni prilagoditveni pH, ki je bil pri sevu KR6 za 0,5 pH vrednosti nižji kot pri sevu 
M5. Preživetje pH vrednosti 2 pa se je pri sevu KR6 s pomočjo predhodne prilagoditve 
povečalo kar za 100-krat, pri sevu M5 pa le za 10-krat. Medtem ko je bil pozitiven 
učinek prilagoditve pri sevu KR6 (pri pH 4.5) viden tudi po 120 minutah inkubacije pri 
nizkem pH (pH 2), pa je bilo pri sevu M5 po 120 min v vseh primerih število KE/ml 
pod mejo detekcije (slika 39). Sev KR6 se je torej izkazal za odpornejšega proti nizkim 
vrednostim pH, hkrati pa je imelo predhodno tretiranje pri nizkem pH z namenom 
prilagoditve na kislo okolje tudi večji vpliv na njegovo odpornost kot pri sevu M5.  
 
Z analizo izražanja 4 izbranih genov, povezanih z odpornostjo proti nizkim vrednostim 
pH, smo s qPCR ugotovili, da se seva razlikujeta tudi v regulaciji izražanja teh genov 
(slika 40). Največja razlika je bila v izražanju gena cfa1, ki se je pri sevu KR6 tako v 
prilagoditvenem pH kot pri pH 2,5 povečalo za več kot 3-krat, pri sevu M5 pa 
povečanja izražanja nismo zabeležili. Gen cfa1 kodira zapis za encim ciklopropan 
maščobno-acil-fosfolipidno sintazo, ki katalizira spremembe nenasičenih acilnih 
maščobnih verig v  njihove ciklopropanske derivate. To naredi bakterijsko membrano 
manj prepustno zaradi povečanja deleža nasičenih in ciklopropanskih maščobnih kislin. 
Da je zmanjšanje prepustnosti bakterijske membrane pomembno za preživetje pri 
nizkem pH, so že pokazali na vrsti L. casei (Broadbent in sod., 2010, Wu in sod., 2012). 
Iz pridobljenih rezultatov sicer ne moremo sklepati, da je ravno tako velika razlika v 
izražanju gena cfa1 tista, ki je odgovorna za razlike v odpornosti proti nizkemu pH med 
sevoma. Smo pa pri obeh sevih opazili manjše povečanje izražanje gena hisD, ki je 
povezan z nastajanjem bazične aminokisline histidina, pri sevu M5 pa tudi rahlo 
povečano izražanje gena mleS. Očitno se seva proti nizkemu pH branita na več načinov. 
 
Ena izmed ugotovitev naše študije je tudi, da izražanje gena atpA ni bilo signifikantno 
povečano pri nobenem izmed sevov, ne glede na vrednost pH. Ti rezultati so 
presenetljivi, saj encim F1F0-ATPaza, ki črpa protone iz celice in pri tem porablja ATP, 
pogosto povezujejo z odpornostjo proti nizkemu pH. Duary in sod. (2010) so dokazali 
povečanje ekspresije gena atpD, ki kodira eno izmed podenot tega encima pri L. 
plantarum. Pri L. rhamnosus GG so naprimer opazili povečano transkripcijo atpA pri 
pH 4,8 (Koponen in sod., 2012). Podobno se je pokazalo tudi pri predstavniku L. 
acidophilus (Kullen in Klaenhammer, 1999; Lorca in Valdez, 2001). Na drugi strani pa 
rezultati nekaterih raziskav govorijo nasprotno. Za izčrpavanje H+ je namreč potreben 
ATP, kar pa je za celice energetsko potratno. Tako so Broadbent in sod. (2010) pri vrsti 
L. casei opazili celo zmanjšanje ATPazne aktivnosti ob prilagoditvi na nizek pH, pri L. 
plantarum WCFS1 pa niso opazili spremembe v izražanju genov, ki kodirajo zapis za 
encim F1F0-ATPazo, če je bil sev predhodno prilagojen na mlečno kislino (Pieterse in 
sod., 2005). Študija na L. delbrueckii subsp. bulgaricus je pokazala, da ni prišlo do 
izčrpavanja protonov, če so celice izpostavili kislemu pH, ampak so protoni celo 
vstopali v celice in na ta način zniževali citoplazemski pH. S tem je ostal ∆pH med 
notranjostjo iz zunanjostjo celic ves čas konstanten (Shabala in sod., 2006). 
Nasprotujoči rezultati prejšnjih študij tako nakazujejo, da je odgovor na nizke vrednosti 
pH s povečanjem izčrpavanja protonov različen od seva do seva.  
 
Pri istih razmerah smo preverili tudi ohranjenost integritete bakterijske membrane z 
diferencialnim barvanjem z barvili Live/Dead® BaclightTM, vzporedno pa smo 
ugotavljali preživetje tudi s štetjem na ploščah. Ugotovili smo, da prilagoditveni pH pri 
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nobenem sevu ni vplival na integriteto celične membrane (slika 41), se je pa integriteta 
membrane zmanjšala pri izpostavitvi pH 2,5 za 30 min. Pri sevu KR6 je število KE/ml 
padlo iz 108 na 107 KE/ml, pri sevu M5 pa celo na 106 KE/ml. Podobno raven preživetja 
smo ugotovili tudi z diferencialnim barvanjem. Glede na to, da so bili rezultati, 
pridobljeni z od kultivacije neodvisno metodo in s kultivacijsko metodo, podobni, lahko 
sklepamo, da so tiste celice s poškodovano membrano tudi izgubile sposobnost 
razmnoževanja, kar se je odražalo v manjšem številu kolonij po nacepljanju na plošče. 
Ne kaže pa, da bi del bakterijske populacije izgubil sposobnost razmnoževanja, pri tem 
pa ohranil integriteto celične membrane.  
 
5.4 NAVZKRIŽNA ODPORNOST 
 
V bakterijah odgovor na stres sproži tako izražanje proteinov, specifičnih za 
prilagoditev na določeno vrsto stresa, kot tudi splošni odgovor na stres, zato ni 
presenetljivo, da se lahko hkrati pojavi odpornost proti več vrstam stresa. Navzkrižna 
odpornost namreč pomeni, da se ob predhodni prilagoditvi na eno vrsto stresa pojavi 
tudi odpornost proti eni ali več drugačnih oblik stresa (Vorob'eva, 2004). V okviru te 
raziskave nas je zanimalo, ali prilagoditev L. plantarum na nizke vrednosti pH pomaga 
pri premagovanju tudi drugih vrst stresa, ki so jim probiotične bakterije običajno 
izpostavljene tako med industrijsko proizvodnjo kot tudi v prebavilih gostitelja. 
 
5.4.1 Preživetje izbranih sevov v simuliranih razmerah prebavilih 
 
Ena izmed najpomembnejših lastnosti probiotika je sposobnost preživetja neugodnih 
razmer v želodcu gostitelja, kjer je izpostavljen zelo nizkemu pH ter pepsinu, čemur 
sledijo prav tako neugodne razmere tankega črevesja z rahlo bazičnim pH in žolčnimi 
solmi.  
 
Preživetje 3 izbranih sevov (KR6, M5 in 299v) smo testirali v sklopu proučevanja 
stresa, povezanega s stacionarno fazo rasti. Tam sta seva KR6 in 299v zelo dobro 
preživela simulirane razmere prebavil, razlik v preživetju med kulturo v stacionarni fazi 
in tisto iz dolgotrajne stacionarne faze pa ni bilo (slika 37). Bakterijske kulture v 
stacionarni fazi so v primerjavi z rastočimi kulturami tudi zaradi fiziološkega stanja 
celic odpornejše proti različnim vrstam stresa, saj se takrat prepisujejo geni za splošni 
odgovor na stres, celice so manjše kot normalno rastoče, njihova celična stena je trdneje 
povezana, citoplazma skoncentrirana in periplazmatski volumen povečan (Bačun-
Družina in sod., 2011). Sev M5 je slabše preživel v simuliranih razmerah prebavil, kljub 
temu, da je bila kultura v stacionarni fazi rasti. Odpornost tega seva pa se je izboljšala 
po izpostavitvi dolgotrajni stacionarni fazi, tako da je bilo preživetje v simuliranih 
razmerah prebavil za kar 3 log KE/ml boljše. Pri celicah iz dolgotrajne stacionarne faze 
so se verjetno zgodile mutacije, ki so sevu omogočile boljšo odpornost proti žolčnim 
solem. 
 
Preživetje sevov KR6 in M5 v simuliranih razmerah prebavil smo poskusili tudi po 
predhodni vzpostavitvi nizkemu a ne smrtnemu pH, z namenom prilagoditve proti 
stresu zaradi kislega okolja ter morebitni vzpodbuditvi zaščite pred nizkim pH, ki bi 
sevoma pomagala preživeti tudi neugodne razmere v črevesju. Rezultati so pokazali, da 
sta bila seva kljub prilagoditvi na kisel pH še vedno zelo občutljiva za žolč (slika 42). 
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Pri sevu KR6 smo sicer opazili rahlo izboljšanje preživetja v primeru predhodne 
prilagoditve pri nizkem pH, pri sevu M5, pa ne. Preživetje pri obeh sevih je bilo slabše 
kot v primeru, ko smo uporabili kulturi iz stacionarne faze rasti (slika 37). Zanimivo je, 
da sta seva zelo dobro preživela v simuliranem črevesnem soku, če nista bila predtem 
izpostavljena simuliranemu želodčnemu soku z nizkim pH. V dodatnih poskusih smo 
zato preverili še, kako seva preživita v prisotnosti žolčnih soli samih, brez predhodne 
izpostavitve želodčnemu soku. Ugotovili smo, da prilagoditev na nizek pH škodi 
sevoma pri preživetju stresa zaradi žolčnih soli (slika 43), zlasti v primerih, ko so 
koncentracije žolčnih soli nižje (0,1 %). Neugoden vpliv prilagoditvenega pH je bil 
večji pri sevu KR6. Že v predhodnih raziskavah so ugotovili, da je preživetje v 
gastrointestinalnih razmerah specifična lastnost vsakega seva. Omenjeno smo potrdili 
tudi v naši študiji, saj sta se seva razlikovala v sposobnosti preživetja v simuliranih 
razmerah v prebavilih. Zago in sod. (2007) so izmed 27 testiranih L. plantarum sevov, 
našli samo 5 takšnih z zadovoljivim preživetjem v simuliranih GI razmerah. Prav tako 
pa so tudi drugi raziskovalci že potrdili, da imajo na preživetje v simuliranih razmerah v 
prebavilih velik vpliv tako uporabljeno gojišče kot faza rasti, saj imajo celice v 
stacionarni fazi rasti boljšo sposobnost preživetja neugodnih razmer v prebavilih (van 
Bokhorst-van de Veen in sod., 2012). Možna razlaga za opaženo neugodno kombinacijo 
nizkega pH in žolčnih soli je, da so celice zaradi nizkega pH že poškodovane in jih zato 
žolčne soli hitreje ubijejo. Bron in sod. (2004) so pri L. plantarum WCFS1 opazili 
močno okrnjeno celično integriteto po dodatku žolčnih soli.  
 
5.4.2 Preživetje bakterijskih celic, prilagojenih na nizek pH, med liofilizacijo 
 
Liofilizacija je ena izmed najbolj razširjenih metod dolgotrajnega shranjevanja 
starterskih kultur in probiotikov. Stres med liofilizacijo povzročata tako zamrzovanje 
kot sublimacija. Med zamrzovanjem nastajajo znotraj celic ledeni kristali, ki povzročijo 
fizične poškodbe, med sublimacijo pa nastaja visok osmotski pritisk zaradi visoke 
koncentracije citoplazmatskih topljencev. Prav membranska integriteta in denaturacija 
makromolekul sta glavna dejavnika, ki vplivata na preživetje med liofilizacijo (De 
Angelis in Gobbetti, 2004). Za boljše preživetje med liofilizacijo se uporabljajo zaščitne 
snovi, kot so posneto mleko, sladkorji, polialkoholi, antioksidanti, aminokisline ali 
prebiotiki. Njihovo delovanje je različno, saj nekateri naredijo celično membrano bolj 
prožno, drugi pa vežejo intracelularno vodo in preprečujejo nastajanje prevelikih 
ledenih kristalov v celici. Zaščitna sredstva, ki ne morejo v celice, pa na površini celic 
ustvarijo viskozno plast, ki omogoči delno izhajanje vode iz celice, zmanjšana pa je rast 
ledenih kristalov (Saarela in sod., 2005). Nekatere pretekle študije so pokazale slabše 
preživetje med liofilizacijo, če so bile celice izpostavljene kislemu pH (Schoug in sod., 
2008), druge pa boljše (Palmfeldt in Hahn-Häerdal, 2000). V naši raziskavi smo 
poskusili, ali prilagoditev na nizek pH zaščiti seva L. plantarum KR6 in M5 tudi pred 
stresom liofilizacije, pri čemer smo primerjali 3 različne zaščitne snovi. Medtem ko se 
je glicerol pri obeh sevih izkazal kot neustrezno zaščitno sredstvo, se je pa za oba seva 
najboljše izkazalo posneto mleko, ki je izboljšalo preživetje pri obeh sevih, ne glede na 
predhodno prilagojenost na nizek pH (slika 44). Najverjetneje ravno zaradi zelo dobrega 
preživetja nismo opazili razlik med prilagojenimi in kontrolnimi alikvoti. V predhodnih 
študijah so že poročali, da so celice, ki so bile pred liofilizacijo izpostavljene blagemu 
stresu, slednjo boljše preživele (Silva in sod., 2005; Wang in sod. 2005). Podobno smo 
opazili tudi v naši raziskavi, saj so celice, izpostavljene blagemu stresu (v našem 
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primeru pH 4,5 oziroma 5), boljše preživele postopek liofilizacije, predvsem kadar smo 
za zaščitno sredstvo uporabili inulin. Z uporabo inulina ob navzkrižni zaščiti z nizkim 
pH je bilo preživetje podobno kot pri liofilizaciji s posnetim mlekom. Inulin je rastlinski 
polisaharid s prebiotičnimi lastnostmi (Slavin, 2013). Zaradi vse pogostejših alergij na 
mleko in pojavljanja laktozne intolerance, raste interes po probiotičnih pripravkih, ki ne 
temeljijo na mleku. Inulin predstavlja primerno zamenjavo za mleko, razen tega lahko 
tudi spodbuja probiotični sev v samem črevesju (Beganovič in sod., 2014; Takemura in 
sod., 2010). Rezultati nakazujejo, da inulin ni zaščitil netretiranih celic (kontrol) in 
celic, prilagojenih na nizek pH, v enaki meri. Glede na to, da je zaščitno delovanje 
inulina povezano z njegovo interakcijo z lipidnimi membranami (Demel in sod., 1998), 
lahko sklepamo, da je membrana prilagojenih celic drugačna od netretiranih 
(kontrolnih) in mogoče zato inulin lažje reagira z njo. Spremembe v membrani pa 
nakazujejo tudi rezultati analize qPCR (slika 40). 
 
5.4.3 Temperaturni in oksidativni stres 
 
Nizkim temperaturam so probiotični sevi pogosto izpostavljeni med shranjevanjem, 
zato je odpornost proti nizkim temperaturam pri industrijskih sevih zelo zaželena. V tej 
raziskavi nas je zanimal morebitni pojav navzkrižne odpornosti proti tej vrsti stresa, do 
katere bi prišlo zaradi izpostavitve celic nizkemu pH. Na vrsti L. sakei so že preučevali 
vpliv dolgotrajne stacionarne faze na preživetje pri 4 °C in ugotovili, da so kulture, ki so 
na 4 °C rasle zelo počasi, kazale boljše preživetje (Marceau in sod., 2003). Navzkrižne 
tolerance med nizkim pH in nizko temperaturo še niso raziskali. Do sedaj so pokazali 
povezavo med prilagoditvijo na nizek pH in zamrzovanjem (Lorca in deValdez, 2001; 
Palmfeldt in Hahn-Hägerdal, 2000). V naši raziskavi smo seva KR6 in M5 prilagodili 
na nizek pH in za 60 dni inkubirali pri 4 °C. Pri enem alikvotu smo uporabili tudi 
zaščitno sredstvo glicerol, ki se sicer pogosto uporablja pri zamrzovanju bakterijskih 
sevov. Opazili smo veliko razliko v preživetju obeh sevov (slika 45), saj je bilo v 
vzorcih s sevom KR6 tudi po 60 dneh število nad 106 KE/ml, za razliko od seva M5, ki 
je preživel veliko slabše. Zanimivo pa je, da je prilagoditev pri nizkem pH izboljšala 
preživetje seva M5 med inkubacijo na nizkih temperaturah, sevu KR6 pa je celo 
škodila. Te razlike smo opazili šele po 50 dneh shranjevanja, ne vemo pa, kako dolgo 
zaščitni efekt prilagoditve na nizek pH pravzaprav traja, ker smo z analizami zaključili 
po 60 dneh. Zanimiva pa je tudi ugotovitev, da sevu M5 pri preživetju dolgotrajnih 
nizkih temperatur pomaga glicerol. V našem primeru je šlo pravzaprav za kombinacijo 
velikega števila stresov. Namreč, seva sta bila izpostavljena nizkim temperaturam, 
stradanju in tudi nizkemu pH  (slika 45). Pri sevu M5 je pH veliko hitreje padal in je sev 
morda prav zato slabše preživel, saj je občutljivejši za nizek pH. Ostaja tudi 
nepojasnjeno, ali glicerol zaščiti sev M5 pred nizkimi temperaturami ali morda pred 
nizkim pH. Odgovori na ta vprašanja terjajo dodatne študije. 
 
Pomembna vrsta stresa je tudi oksidativni stres, ki ga povzročajo reaktivne kisikove 
vrste. Tudi bakterijski sevi iste vrste, ne samo različnih vrst, se razlikujejo v odpornosti 
proti oksidativnemu stresu, saj je ta odvisna od antioksidativnih mehanizmov, ki jih 
posedujejo (De Angelis in Gobbetti, 2004; Vorob'eva, 2004). V naši študiji smo 
preverjali občutljivost sevov M5 in KR6 za vodikov peroksid in morebitno navzkrižno 
odpornost med prilagoditvijo na nizek pH in oksidativnim stresom. Izkazalo se je, da je 
za to vrsto stresa sev KR6 malo bolj občutljiv od M5, je pa H2O2 zelo škodljiv za oba 
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seva. Tudi Parente in sod. (2010) so opazili veliko raznolikost v odpornosti proti 
oksidativnemu stresu med sevi in korelacijo med odpornostjo proti 0,1 % H2O2 in 
stresom toplotnega šoka. Zaščita pred nizkim pH v naši študiji ni zaščitila celic tudi 
pred H2O2, ampak jih je naredila občutljivejše. Občutljivost za peroksid je verjetno 
povezana s sestavo membrane celic, prilagojenih na nizek pH, saj te v kislem pH 
zvišujejo delež ciklopropanskih in nasičenih maščobnih kislin, kar smo pokazali pri 
sevu KR6 tudi s qPCR. Po nekaterih podatkih pa naj bi se proti oksidativnemu stresu 
bakterijske celice borile ravno na obraten način, s povečevanjem deleža nenasičenih 
maščobnih kislin, podobno kot pri stresu toplotnega šoka (Guerzoni in sod., 2001). 
Poročali so tudi že o navzkrižni odpornosti med blagim stresom pH in oksidativnim 
stresom (Cappa in sod., 2005), kar potrjuje, da je to vrstno in sevno specifična lastnost, 
odvisna od obrambnih mehanizmov, ki jih bakterija poseduje.  
 
5.5 SKLEPI 
 
Namen doktorskega dela je bil raziskati vpliv stresnih pogojev, pogojenih s kislim 
okoljem in z razmerami v stacionarni fazi rasti, na izbrane seve vrste Lactobacillus 
plantarum. Pri tem smo prišli do naslednjih zaključkov. 
 
 Različni  sevi L. plantarum so se različno odzvali na izpostavljenost kislemu 
okolju. Med sevoma L. plantarum M5 in KR6, ki sta med vsemi pokazala 
najboljši potencial za probiotično uporabo, so bile opazne razlike v preživetju, 
zmanjšanju integritete celične membrane in izražanju različnih genov, predvsem 
cfa1. Prva hipoteza je tako potrjena. 
 Z izpostavljanjem sevov L. plantarum dolgotrajni kultivaciji v stacionarni fazi je 
prišlo do sprememb v sposobnosti rasti na različnih substratih, ki so se pokazale 
tako v sposobnosti izkoriščanja določenih sladkorjev, kot tudi v hitrosti rasti. 
Samo v nekaterih primerih smo ob izpostavitvi dolgotrajni stacionarni fazi 
opazili pojav fenomena GASP, ko so po dolgotrajni kultivaciji v stacionarni fazi 
nekatere kulture L. plantarum pridobile prednost rasti v stacionarni fazi in so 
prerasle večinske kulture mlajših celic seva E. faecalis. Drugo hipotezo smo 
torej uspeli delno potrditi. 
 Tretjo hipotezo smo potrdili le delno, saj je dolgotrajna izpostavitev sevov L. 
plantarum stacionarni fazi rasti izboljšala preživetje v simuliranih razmerah 
prebavil le pri sevu L. plantarum M5, ki je te razmere sicer preživel najslabše. 
Prilagoditev na nizek pH pa ni pomembno izboljšala preživetja v simuliranih 
razmerah prebavil, ampak jo je v nekaterih primerih celo poslabšala.  
 Četrte hipoteze, v kateri smo predvideli razvoj navzkrižne odpornosti med 
prilagoditvijo na nizek pH in preživetjem pri nizkih temperaturah, nismo uspeli 
potrditi.  
 Pri sevih L. plantarum je pod vplivom izpostavljanja dolgotrajni rasti v 
stacionarni fazi prišlo do sprememb v sposobnosti rasti na različnih substratih. S 
tem smo potrdili še zadnjo postavljeno hipotezo. 
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6 POVZETEK (SUMMARY) 
 
6.1 POVZETEK 
 
Lactobacillus plantarum je ena izmed raznovrstnejših vrst laktobacilov, ki jo najdemo v 
številnih ekoloških nišah, od zelenjave, mesa, rib, fermentiranih mlečnih izdelkov do 
prebavnega trakta. Predstavniki te vrste imajo zelo veliko število genov za transport 
sladkorjev, nekateri sevi pa tudi več zelo variabilnih regij, ki so povezane s sintezo 
plantaricinov, ekopolisaharidov ter genov, povezanih s transportom in metabolizmom 
sladkorjev, kar jim omogoča zelo dobro prilagajanje na različna okolja. Poleg tega 
imajo enega izmed večjih genomov med mlečnokislinskimi bakterijami, saj presega 3 
Mb.  
 
Stres lahko definiramo kot spremembo, ki negativno vpliva na rast ali preživetje 
mikroorganizmov. Ker se habitati mikroorganizmov stalno spreminjajo, je pomemben 
hiter odgovor na stres. Dejavniki stresa so po svojem izvoru lahko kemični, fizikalni ali 
biološki, vir stresa pa je lahko tudi organizem sam. Do sprememb pod vplivom stresa 
lahko pride v genomu, proteomu ali okolju bakterije, saj stresorji povzročajo 
denaturacijo proteinov, sprožajo zlome v verigah nukleinskih kislin, oksidacijo 
makromolekul, dehidracijo ter inhibirajo transkripcijo in translacijo, kar onemogoči 
razmnoževanje mikroorganizmov ali pa večjo občutljivost za druge stresne dejavnike. 
Tako poškodovane celice lahko bodisi okrevajo ali pa odmrejo. Laktobacili prihajajo v 
stik s kislinami že v svojem naravnem okolju, saj proizvajajo mlečno kislino in druge 
kisline. Probiotične bakterije pa prihajajo v stik s kislim pH tudi v gastrointestinalnem 
traktu gostitelja. V bakterijah odgovor na stres sproži tako izražanje proteinov, 
specifičnih za prilagoditev na določeno vrsto stresa, kot tudi splošni odgovor na stres, 
zato ni presenetljivo, da se lahko hkrati pojavi odpornost proti več vrstam stresa, čemur 
pravimo navzkrižna odpornost in je v veliki meri vrstno in tudi za sev specifična, kar 
nam pove, da je na molekularni ravni prilagoditev na stres lahko različna. 
 
Bakterije v naravnem okolju preživijo večino časa v stacionarni fazi rasti. Prehod v 
stacionarno fazo rasti se zgodi zaradi nakopičenja končnih produktov fermentacije, 
izpostavljenosti stresu ali stradanja, ko bakteriji zmanjka vsaj enega izmed esencialnih 
hranil. Prehod v stacionarno fazo rasti sproži preusmeritev metabolizma v alternativne 
vire hranil in splošni odgovor na stres, s katerim bakterije postanejo odpornejše proti 
več različnim vrstam stresa. Stradane celice so običajno manjše kot normalno rastoče, 
njihova celična stena je trdneje povezana, citoplazma skoncentrirana in periplazmatski 
volumen povečan, kar poveča odpornost proti različnim vrstam stresa. Če pa celice 
izpostavimo dolgotrajni stacionarni fazi, poleg sprememb v izražanju genov, 
morfoloških in fizioloških sprememb pride tudi do genomskih modifikacij. S tem je 
povezan pojav fenotipa prednosti rasti v stacionarni fazi ali GASP (ang. »growth 
advantage in stationary phase«). GASP je povezan s sposobnostjo dolgotrajno staranih 
celic, da prerastejo mlajše kulture, kar se dokazuje s poskusi z mešanimi kulturami, ki 
vsebujejo različno stare celice. Prednost staranih celic pa ni v boljši prilagojenosti na 
stacionarno fazo, ampak je prednost genetska. Ob dolgotrajnem gojenju v stacionarni 
fazi se nenehno pojavljajo novi mutanti z boljšo prilagoditvijo in sposobnostjo 
preživetja v neugodnih razmerah, zato je populacija dinamična. Mutanti GASP imajo 
prednost, ki je lahko sposobnost učinkovitejše porabe hranil, pridobljenih iz mrtvih 
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celic, zato hitro prerastejo izhodno kulturo. Po določenem času se pojavi uspešnejši 
mutant, ki prevlada. 
 
V študiji smo se osredotočili na dva stresna dejavnika, in sicer na dolgotrajno 
stacionarno fazo rasti, ki je pogosto prisotna v naravi, kjer mikroorganizmom 
primanjkuje hranil, ter na stres, povezan z nizkim pH. Preverjali smo, ali različni sevi L. 
plantarum preživijo dolgotrajno gojenje ter kako to vpliva na njihovo rast na različnih 
substratih. Zanimal nas je pojav GASP, ki pri laktobacilih še ni bil dokazan. Na drugi 
strani pa smo se osredotočili tudi na stres, povezan z nizkim pH, ki je pomemben 
dejavnik za izbor probiotičnih sevov. Testirali smo toleranco in prilagoditev na nizek 
pH ter kako to vpliva na izražanje štirih različnih genov, povezanih z različnimi 
mehanizmi obrambe proti kislemu pH. Testirali smo tudi pojav navzkrižne odpornosti 
med nizkim pH in drugimi vrstami stresa. 
 
V študiji smo primerjali šest različnih L. plantarum sevov v njihovi sposobnosti rasti na 
4 različnih sladkorjih (glukoza, fruktoza, rafinoza in laktoza), kjer smo med različnimi 
sevi opazili velike razlike. Te pa so se povečale tudi med kulturami, vzgojenimi iz 
bakterijskih celic istega seva, če smo ga izpostavili dolgotrajni stacionarni fazi rasti. 
Posamezne bakterijske celice so zmanjšale ali izgubile sposobnost rasti na določenem 
sladkorju, najpogosteje na laktozi in rafinozi. V nekaj redkih primerih pa je prišlo celo 
do izboljšanja rasti. Sicer velikih genomskih sprememb s PFGE analizo nismo opazili, 
vendar to ne izključuje manjših mutacij, insercij ali delecij, ki so se zgodile tekom 
dolgotrajnega stradanja. 
 
V poskusih GASP z mešanimi kulturami E. coli K17 in različnih sevov L. plantarum 
smo opazili sobivanje med sevi. Pri tem ima korist predvsem L. plantarum, ki v sočasni 
kultivaciji preživi v večjem številu kot bi sam, tudi 30 dni. Lastnost ni odvisna od seva, 
niti od njegove starosti, zato gre najverjetneje za vrstno lastnost. Izboljšano preživetje 
pa gre najverjetneje na račun višjega pH in s tem povezane manjše vsebnosti mlečne 
kisline v gojišču ob sočasni kultivaciji, pomemben pa je tudi še neznan mehanizem, ki 
je povezan s fizičnim stikom, kar smo dokazali s poskusi, kjer so bile bakterije dveh 
sevov med seboj ločene z membrano. Pri poskusih z mešanimi kulturami E. faecalis S1-
17 in različnih sevov L. plantarum pa smo pokazali večje razlike med sevi. Nekateri so 
uspeli popolnoma prerasti enterokoke, pri sevu 299v pa je imela to sposobnost samo 30 
dni stara kultura. Slednja se je v dolgotrajni stacionarni fazi prilagodila na stradanje, 
vendar večjih genetskih premestitev nismo opazili. Sposobnost sobivanja in pa tudi 
prerast drugih sevov sta pri probiotičnih sevih zaželeni lastnosti, saj morajo v črevesju z 
drugimi bakterijami tekmovati za hranila, ravno predstavnike E. coli in E. faecalis pa 
najdemo tudi tam. 
 
Na sevih M5 in KR6, ki sta bila izbrana kot najprimernejša probiotična kandidata, smo 
preverili odpornost proti nizkemu pH, ki se je izkazala za zelo visoko, saj sta preživela 
tudi pH 2,4 (M5) oziroma 2,3 (KR6) − 3 ure brez večjega padca preživetja. Seva sta tudi 
sposobna prilagoditve na nizek pH, kjer smo ju najprej za 30 min izpostavili blagemu 
stresu pH, kateremu je sledil pH 2,0, ki sta ga preživela v večjem številu, kot brez 
predhoden prilagoditve. Sev KR6 se je izkazal za odpornejšega proti  nizkemu pH, prav 
tako je imela predhodna prilagoditev nanj večji učinek. V izražanju 4 izbranih genov 
(atpA,cfa1, hisD in mleS) pa je bila med sevoma največja razlika v izražanju gena cfa1, 
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katerega izražanje je bilo pri sevu KR6 kar 3-krat povečano. Njegova funkcija je 
povezana s prepustnostjo celične membrane, ne vemo pa, ali je to tisti mehanizem, ki 
daje sevu KR6 toliko boljšo odpornost proti nizkemu pH. Pri obeh sevih smo opazili 
tudi manjše povečanje v izražanju gena hisD, ki je povezan z akumulacijo bazične 
amino kisline histidin, pri sevu M5 pa tudi mleS. 
 
Seva M5 in KR6 sta zelo občutljiva za žolčne soli, zato je preživetje v simuliranih 
razmerah prebavil slabše. Preživetje je tem slabše, čim nižji je pH simuliranega 
želodčnega soka, čeprav je samo preživetje te faze zelo dobro. Tudi prilagoditev na 
nizek pH pri tem ni pomagala. Očitno ob izpostavitvi nizkemu pH pride do poškodb 
celic, ki še niso smrtne, sosledje z izpostavitvijo žolčnim solem pa je zanje usodno. 
Seva sta prehod skozi simulirane razmere prebavil preživela boljše, če so bile celice v 
stacionarni fazi rasti. Sevu M5 pa je še dodatno pomagalo, če so bile celice 
izpostavljene dolgotrajni stacionarni fazi rasti. Prilagoditev na nizek pH pa je ugodno 
zaščitila celice pred liofilizacijo, če je kot zaščitno sredstvo uporabljen prebiotik inulin, 
ki je možni nadomestek posnetega mleka, ki se sicer pogosto uporablja kot zaščitno 
sredstvo pri liofilizaciji. Uporaba inulina med liofilizacijo pa bi bila koristna tudi po 
zaužitju, saj bi prebiotik lahko ugodno deloval na sev tudi v prebavnem traktu. 
Prilagoditev na nizek pH prav tako ni zaščitila celic pred nizkimi temperaturami (4 °C) 
in oksidativnim stresom. Preživetje oksidativnega stresa se je po predhodni prilagoditvi 
na nizek pH celo poslabšalo. 
 
6.2 SUMMARY 
 
Lactobacillus plantarum is one of the most diverse Lactobacillus species which 
populates diverse niches from vegetables, meat, fish, fermented milk products and 
gastrointestinal tract. This species has a large number of genes involved in sugar 
transport and consumption. Strains in these species differ in variable regions where 
genes for synthesis of plantaricin, exopolysaccharides and genes for sugar transport and 
consumption are found. Their genome is one of the biggest among lactic acid bacteria 
and exceeds 3 Mb. All these characteristics give the species ability to adapt to different 
environments.  
 
Stress can be defined as achange with negative impact on microorganism’s growth 
and/or survival. Bacterial habitats are subject to constant change and quick response to 
stress is of vast importance. Stress factors can be chemical, physical or biological in 
their nature, and organism can be also source of the stress itself. Stress effects genomes, 
proteomes and environment, cause denaturation of proteins, DNA breaks, oxidates 
macromolecules, cause dehydration or inhibit transcription and translation. That 
diminishes microorganisms’ ability to reproduce or cause sensitivity to other stresses. 
Damaged cells can survive or die, dependent on the nature of the injury. One of the 
important types of stress for Lactobacillus plantarum species is acidic pH. Lactobacilli 
get in contact with acid due to their own production of lactic acid, which makes their 
environment unfavourable for other microorganisms. Probiotic bacteria get also in 
contact with acidic pH in hosts gastrointestinal tract. Stress response in bacteria triggers 
expression of proteins, specific for adaptation to certain stress and also sets in motion 
unspecific general stress response. It is not surprising that can cause resistance to more 
than one stress, which is called cross resistance. Cross resistance is species- and often 
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strain-dependent, which tells us that stress resistance and adaptation can be different on 
molecular level. 
 
Microorganisms spent most of their time in stationary growth phase. Accumulation of 
fermentation end products, absence of essential nutrients, exposure to stress or/and 
starvation, triggers stationary growth phase. That causes redirection of bacterial 
metabolism into alternative nutrient consumption and into general stress response, 
which causes resistance to other stress factors. Starved cells are often smaller as 
growing cells, their cell membrane is less permeable, cytoplasm concentrated and 
periplasmatic volume bigger, which also causes resistance to other stresses. But when 
the cells are exposed to prolonged stationary phase, the changes are not only in gene 
expression, morphology and physiology, but are also genetic, which is associated with 
emergence of growth advantage in stationary phase (GASP). GASP is the ability of 
cells from prolonged stationary growth phase to overgrow younger culture, even when 
in minority. The existence of GASP is tested with experiments of mixed cultures of 
young and old cells. Emergence of GASP phenotype was shown after 10 days in E. coli. 
Advantage of the old cells is not in their adaptation to stationary growth phase but is 
genetic modification. There are constantly new mutants, with better ability to survive in 
harsh environment, so the culture in prolonged stationary phase is highly dynamic. 
Main reason for GASP mutants to overgrow young culture is in their ability for quicker 
or more effective consumption of nutrients from dead cells. But there is always the next 
overachiever mutant in the culture, which will eventually overgrow the one before. 
 
We focused in this study on two stress factors. One of them was prolonged stationary 
growth phase, which is often found in natural bacterial environments, where starvation 
is involved and the second was acidic pH. We were interested how different strains of 
Lactobacillus plantarum survive prolonged stationary phase and if that causes changes 
in growth on different substrates. We were also interested in GASP phenotype in 
lactobacilli, because it has not been reported yet. The second stress factor was low pH, 
which is important stress in probiotic strains. The study of expression of four selected 
genes, representing different mechanisms to battle acidic pH, was also done in 
connection with tolerance and adaptation to low pH. Cross resistance between low pH 
and other stresses was also evaluated. 
 
Six different L. plantarum strains were tested in the study for their ability to grow on 
four sugars. Great diversity was detected among strains. The diversity was also found 
among lactobacilli cultures subcultivated from single cells of the same strain, when pre 
exposed to prolonged stationary phase. Loss or retardation in growth on one or even 
more sugars, most often on lactose and/or raffinose was seen. There was also 
improvement in ability to ferment sugars in some cases. Major rearrangements among 
colonies were not detected, but that does not exclude smaller mutations, insertions or 
deletions which happened during prolong starvation. 
  
In GASP experiments with mixed cultures of E. coli K17 and different strains of L. 
plantarum the coexistence of two strains was found. L. plantarum has more benefits 
from the relationship, as it allows it better survival up to 30 days. The beneficial 
relationship, however, is not strain dependent, neither connected to prolonged stationary 
phase, but is species dependent. Better survival of L. plantarum strains is due to lesser 
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concentrations of lactic acid in medium when the two species are cocultured. , But there 
is also an unknown mechanism involved, where physical connection is important, which 
was shown in experiment where the two strains were separated with permeable 
membrane. GASP experiments with mixed cultures of E. faecalis S1-17 and different L. 
plantarum strains showed greater differences among strains. KR3 and SF9 are able to 
completely overgrow the enterococci, but strain 299v showed GASP phenotype only 
with 30 days old culture from prolonged stationary phase. The culture must be better 
equipped to survive in stationary phase, but major genetic modifications were not 
detected. Ability to coexist or to overgrow different species is beneficial characteristic 
for probiotic strains, because of their competition with other bacteria for nutrients in the 
hosts’ gut where E. coli and E. faecalis are also habitants.  
 
The acidic pH studies were done only with M5 and KR6 strains, which were the most 
promising probiotic candidates in our study. Resistance to low pH was good in both 
strains, because they were able to survive pH 2,4 (M5) or 2,3 (KR6) for up to 3 hours 
without loss of survival. Both strains are also able to adapt to acidic pH, which was 
determined wit 30 min exposure to mild pH stress, followed with severe acidic stress 
(pH 2,0). Pre-adaptation to acidic pH caused better survival of severe pH stress and 
strain KR6 was more resistant to acidic pH and adaptation gave greater beneficial 
effect. Expression of four selected genes (atpA, cfa1, mleS, hisD) was also studied in 
adaptation pH and more severe pH (2,5). Both strains showed slight overexpression of 
gene hisD, connected with accumulation of basic amino acid histidine. Strain M5 also 
showed slight overexpression of gene mleS, but the main difference between strains was 
in expression of gene cfa1, which was up to 3-fold overexpressed in strain KR6, but not 
in M5. The function of the gene cfa1 is connected with cell membrane permeability, but 
we cannot be sure if less permeable membrane is the main mechanism which gives 
strain KR6 advantage in survival in the acidic pH. 
 
Both strains (M5 and KR6) showed sensitivity to bile salts, which caused less than 
optimal survival in the simulated gastrointestinal conditions. Survival was worse when 
gastric phase had lower pH, even though the survival of low pH was very good. Acid 
adaptation did not help with better survival. It is possible that low pH damaged the cells, 
but not lethally, but direct following of the bile salt stress was probably fatal. But the 
strains showed better survival of gastrointestinal conditions when the cells were taken 
from stationary growth phase, and with strain M5, prolonged stationary phase exposure 
also helped. Cross resistance tests also showed that adaptation to acidic pH protected 
cells from stress in lyophilisation process, when inulin was used as protection agent. 
Inulin is a prebiotic which is a possible substitute for skimmed milk, often used as 
protection agent in lyophilisation. The use of inulin can be beneficial for probiotic 
culture even later, after digestion. The cross protection studies showed no protection 
from adaptation to low pH towards low temperatures (4 °C) or oxidative stress. The 
survival of the exposure to H2O2 was even worse when cells were acid adapted. 
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